



UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE 
Přírodov ědecká fakulta 
 
Studijní program: Biologie 











Bc. Barbora Kodedová 
 
In vitro testování buněčných nosičů na bázi nanovláken pro léčbu vitiliga 




Školitel: prof. RNDr. Evžen Amler CSc. 
 





Chtěla bych poděkovat celé laboratoři tkáňového inženýrství ÚEM za trpělivost, 
kterou se mnou měli při zaučování v laboratoři. Dále za neocenitelnou pomoc a neustále 
odpovídání na mé dotazy při seznamování se s novými metodami a prací s buněčnými 
kulturami. Můj dík patří i mým skvělým přátelům Kláře Steklíkové, Radce Uvizlové, Jakubovi 
Strakovi a Zdeňkovi Jandákovi, bez jejichž podpory bych v době, kdy se nic nedařilo, tuto 
diplomovou práci i dokončení magisterského studia pravděpodobně vzdala. Velký dík Miri a 
Martinovi Volfovým, u kterých jsem měla často svou diplomkovou kancelář a poradnu. 
 





Prohlašuji, že jsem diplomovou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla 
všechny použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla 
předložena k získání jiného nebo stejného akademického titulu.  
Nemám žádný důvod proti užití tohoto školního díla ve smyslu §60 Zákona 
č.121/2000 Sb., o právu autorském, o právech souvisejících s právem autorským a o změně 











Abstrakt ............................................................................................................................... 7 
Abstract ............................................................................................................................... 8 
Seznam zkratek ................................................................................................................... 9 
 Úvod ............................................................................................................................ 11 
 Přehled literatury ......................................................................................................... 12 
2.1 Struktura a fyziologie kůže .................................................................................... 12 
2.1.1 Vývoj melanocytu ........................................................................................... 13 
2.1.2 Funkce a syntéza melaninu ........................................................................... 13 
2.1.3 Funkce v organismu ....................................................................................... 14 
2.1.4 Syntéza melaninu .......................................................................................... 14 
2.1.5 Faktory ovlivňující tvorbu melaninu ................................................................ 16 
2.2 Vitiligo ................................................................................................................... 17 
2.2.1 Patofyziologie vitiliga ...................................................................................... 18 
2.2.2 Současná léčba vitiliga .................................................................................. 19 
2.2.3 Buněčné nosiče v terapii vitiliga ..................................................................... 23 
2.3 Nanovlákna v tkáňovém inženýrství ...................................................................... 24 
2.4 Elektrostatické zvlákňování ................................................................................... 25 
2.4.1 Polymery pro zvlákňování .............................................................................. 26 
2.4.2 Polyvinylalkohol (PVA) ................................................................................... 27 
2.5 Modifikace nanovláken plazmatem ....................................................................... 29 
2.5.1 Využití plazmatu v biomedicíně...................................................................... 30 
2.5.2 Nanovlákna funkcionalizovaná plazmatem .................................................... 31 
 Cíle práce .................................................................................................................... 33 
 Metodika ..................................................................................................................... 34 
4.1 Materiál a metody ................................................................................................. 34 
 
 
4.2 Buněčné kultivace na nosičích .............................................................................. 35 
4.3 Elektrostatické zvlákňování ................................................................................... 36 
4.4 Plazmatická modifikace ........................................................................................ 37 
4.5 Sterilizace nanovláken .......................................................................................... 38 
4.6 Analýza chemie povrchu a struktury nanovláken .................................................. 38 
4.6.1 Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) ................................................... 38 
4.6.2 Rentgenová fotoelektronová spektroskopie (XPS) ......................................... 38 
4.6.3 Smáčivost povrchu nanovláken (kontaktní úhel) ............................................ 39 
4.6.4 Měření zeta potenciálu povrchu (ζ) ................................................................ 39 
4.6.5 Absorpce proteinů (BSA) na nosiče ............................................................... 40 
4.7 Buněčné kultivace na nosičích .............................................................................. 40 
4.7.1 Stanovení metabolické aktivity buněk (MTS) ................................................. 41 
4.7.2 Kvantifikace DNA ........................................................................................... 41 
4.7.3 Obsah melaninu na nosičích .......................................................................... 42 
4.8 Fluorescenční konfokální mikroskopie .................................................................. 42 
4.8.1 Adheze buněk na nosiče ................................................................................ 42 
4.8.2 Vizualizace cytoskeletu .................................................................................. 42 
4.9 Statistická analýza ................................................................................................ 43 
 Výsledky ...................................................................................................................... 44 
5.1 Plazmatická modifikace ........................................................................................ 44 
5.2 Analýza chemie povrchu a struktury nanovláken .................................................. 45 
5.2.1 SEM analýza vláken ...................................................................................... 45 
5.2.2 Smáčivost povrchu nanovláken (kontaktní úhel) ............................................ 47 
5.2.3 Měření Zeta potenciálu (ζ) ............................................................................. 48 
5.2.4 Rentgenová fotoelektronová spektroskopie (XPS) ......................................... 49 
5.2.5 Absorpce BSA na nanovlákenné nosiče ........................................................ 51 
5.3 Buněčné testy ....................................................................................................... 52 
 
 
5.3.1 Metabolická aktivita buněk (MTS) .................................................................. 52 
5.3.2 Kvantifikace DNA ........................................................................................... 55 
5.3.3 Obsah melaninu na PVA nosičích .................................................................. 58 
5.4 Fluorescenční konfokální mikroskopie .................................................................. 60 
5.4.1 Adheze buněk na PVA nanovlákna ................................................................ 60 
5.4.2 Vizualizace aktinového cytoskeletu ................................................................ 62 
 Diskuse ....................................................................................................................... 65 
 Závěr ........................................................................................................................... 71 
 Seznam literatury ........................................................................................................ 72 







Vitiligo je kožní onemocnění s prevalencí 2 % v celosvětové populaci. Je 
charakteristické sníženou aktivitou či ztrátou melanocytů v epidermis, vedoucí k 
depigmentaci v kůži a ve vlasech. Zásadně ovlivňuje psychiku, sociální vztahy pacientů a 
snižuje schopnost obrany organismu proti UV záření. Jednou z metod léčby je autologní 
transplantace melanocytů, nebo suspenze melanocytů s keratinocyty. Použití 
biokompatibilní membrány umožňující kultivaci těchto buněk s jejich následnou 
transplantací na depigmentované léze by mohlo zvýšit úspěšnost a zefektivnit tuto formu 
léčby.  
Cílem této práce proto bylo vytvořit biokompatibilní membránu z nanovlákenných 
vrstev polyvinylalkoholu (PVA), která by mohla sloužit jako nosič pro buněčné transplantáty 
v terapii vitiliga. Nosiče z PVA byly připraveny elektrostatickým zvlákňováním z hladiny a 
následně modifikovány studeným metanovým (CH4) plazmatem pro snížení jejich 
hydrofilnosti. Vzorky modifikovaných nanovlákenných nosičů byly podrobeny analýze 
fyzikálně-chemických vlastností (vizualizace morfologie vláken pomocí SEM, XPS analýza, 
smáčivost a Zeta potenciál povrchu). Následně byla sledována adheze, proliferace a 
metabolická aktivita myších linií melanocytů (Melan-a) a keratinocytů (XB2) pomocí 
testování in vitro. 
Z výsledků vyplývá, že krátkodobá modifikace CH4 plazmatem má pozitivní vliv na 
buněčnou adhezi, viabilitu i proliferaci melanocytů a keratinocytů. U melanocytů navíc 
zvyšuje jejich metabolickou aktivitu, což se projevuje zvýšenou melanogenezí. Nejlepších 
výsledků in vitro testů dosahovaly vzorky modifikované po dobu 5 min (PVA3) a 2,5 min 
(PVA6) při průtoku plynu 5 sccm do plazmatické komory. Výsledky studie ukazují, že takto 
modifikovaná PVA nanovlákna jsou vhodná pro kultivaci kožních buněk a v budoucnosti by 
mohla sloužit jako buněčné nosiče například v terapii vitiliga či jiných kožních onemocnění. 
 






Vitiligo is a skin disease with 2 % prevalence in a worldwide population. It is 
characterised by loss or decrease in activity of epidermal melanocytes, which lead to skin 
and hair depigmentation. It has negative impact on psyche, social relationships of patients 
and reduces the protection of the organism against UV radiation. One of the treatment 
methods is autologous transplantation of melanocytes or suspension of melanocytes with 
keratinocytes. Use of the biocompatible membrane, which allows the cultivation of these 
cells with resulting transplantation on the depigmented lesion, could improve treatment and 
make it more efficient. The main goal of this work was to create the biocompatible membrane 
from nanofiber layers of polyvinylalcohol (PVA) which can stand as a carrier for cell 
transplants in vitiligo therapy. 
PVA scaffolds were prepared by electrostatic spinning and later on modified by cold 
methane plasma (CH4) for lowering their hydrofility. Samples of modified nanofiber carriers 
were analysed according to their physical and chemical characteristics (visualization fiber 
morphology by SEM, XPS and surface Zeta potential analysis and contact angle). 
Consequently, adhesion, proliferation and metabolic activity of cultivating mice cell lines of 
melanocytes (Melan-a) and keratinocytes (XB2) were examined in vitro. 
Results shows that short term CH4 plasma treatment has positive impact on 
adhesion, viability and proliferation of melanocyte and keratinocyte. Plasma modification 
increases the adhesion of melanocyte to the scaffold which was manifested by increased 
melanogenesis. Samples modified 5 minutes (PVA3) and 2,5 min (PAV6) with gas flow of 
5 sccm in the plasma chamber were demonstrated as the most suitable samples for the 
cultivation of melanocytes and keratinocytes in vitro. Results showed that modified PVA 
nanofibers are suitable for cultivation of skin cells and have high potential for use in the 
treatment of vitiligo and other diseases.  
 







ACTH  z angl. adenocorticotropic hormone, adrenokortikotropní hormon 
AN akrylonitril  
BCECF z angl. 2’,7’-bis-(2-karboxyethyl)-5,6-karboxyfluorescein, acetoxymethyl este 
bFGF  z anglického basic fibroblast growth factor, bazický fibroblastový růstový faktor 
BSA  bovinní sérový albumin 
cps  z angl. cycles per second, cyklus za sekundu 
CD29  z angl. cluster of differentiation 29, transmembránový glykoprotein 
CVD  z angl. chemical vapor deposition, chemická depozice z plynné fáze  
DCT  dopachrom tautomeráza 
DiOC6(3) z angl. 3,3’dihexyloxakarbokyanin jodid  
DHI  z angl. 5,6-dihydroxyindole 
DHICA  z angl. 5,6-dihydroxyindole-2-karboxylová kyselina 
DMEM   Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium 
DOPA  z angl. 3.4-dihydroxyfenylalanin 
EDTA  z angl. ethylenediaminetetraacetic acid 
ER  endoplazmatické retikulum 
EZ  elektrostatické zvlákňování 
FAT   z angl. fixed analyzer transmission, fixovaný analyzer transmise 
FDA z angl. hyaluronic acid Food and Drug Administration, úřad pro kontrolu potravin a 
léčiv (USA) 
GM-CSF z angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulocyty-makrofágy 
stimulující faktor 
HA  z angl. hyaluronic acid, kyselina hyaluronová 
HGF  z angl. hepatocyte growth factor, hepatocytární růstový faktor 
HSP70i z angl. inducible heat-shock protein 70, protein teplotního šoku 70 
LIF  z angl. leukemia inhibitory factor, leukemický inhibiční faktor 
Melan-a myší linie melanocytů 
MITF z angl. microphthalmia-associated transcription factor, s mikrooftalmií spojený 
transkripční faktor 
MSH  melanocyty stimulující hormon 
MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H 
tetrazolium 
NB-UVB z angl. narrowband ultraviolet B, úzkopásmové ultrafialové záření B 




NVP  N-viny-2-lpyrolidon 
PAN  polyakrilonitril 
Pax3  z angl. transcription factor paired box 3, transkripční faktor spárovaný s box 3 
PBS  fosfátový pufr 
PCL  z angl. poly-ε-caprolakton, polykaprolakton 
PGA  z angl. poly(glicolic acid), polyglykolová kyselina 
PLA  z angl. poly(lactic acid), polymléčná kyselina 
PLCL z angl. poly(lactic acid-co-caprolactone), kopolymer polymléčné kyseliny a 
polykaprolaktonu  
PLGA   z angl. poly(lacti-co-glycolic acid), kopolymer kyseliny mléčné a glykolové 
PP polypropylen 
RA PACVD Radio Frequency Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition, radio frekvenční 
plazmatem podpořená chemická depozice z plynné fáze 
PI  propidium jodid 
PVA  polyvinylalkohol 
PEG-b  polyetylenglykol s navázaným biotinem 
RIPA  lyzační pufr (NaCl, Tris, SDS, Triton X-100, deoxycholát sodný) 
ROS  z angl. reactive oxygen species, reaktivní formy kyslíku 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute, kultivační médium 
RT  z angl. room temperature, pokojová teplota 
SD  směrodatná odchylka 
sccm  z angl. standard cubic centimeters per minute, kubických centimetrů za minutu 
Sox10  z angl. transcription factor SRY-related HMG-box 10, transkripční faktor SOX3 
TPA  z angl. 12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, forbol 12-myristát 13-acetát 
TRP  z angl. tyrosinase ralated protein, tyrozináze podobný protein 
TNF  z angl. tumour necrosis factor, faktor nekrotizující nádory 
UCEEB Univerzitní centrum energeticky efektivních budov 
UV  ultrafialové záření 
XB2 myší linie keratinocytů 






Vitiligo je onemocnění způsobující ztrátu, či snížení funkce melanocytů v kůži a ve 
vlasech, což vede k tvorbě světlých skvrn. Ačkoli je s prevalencí 2% nejčastějším 
depigmentační onemocněním na světě, jeho příčina zatím není zcela objasněna. Projevy 
snižují obranu organismu proti UV záření, zatěžují pacienty na úrovni psychické, sociální a 
celkově snižují kvalitu jejich života.  
Velký zájem o nalezení účinné léčby vitiliga dokazuje i více než 60 klinických studií 
na toto téma publikovaných v posledních 45 letech (Eleftheriadou et al. 2011). Současná 
léčba se zaměřuje především na zastavení progrese onemocnění a repigmentaci 
zasažených míst. Dosažené výsledky však nejsou stoprocentní a u řady pacientů bývají jen 
dočasného charakteru. Jednou z metod léčby vitiliga je i transplantace autologní suspenze 
buněk bohaté na melanocyty. 
V kombinaci s metodami tkáňového inženýrství je snaha zefektivnit tuto formu 
chirurgické terapie a to navržením biokompatibilního buněčného nosiče pro kultivaci a 
transplantaci melanocytů a také keratinocytů. Tento přístup by umožnil minimalizovat odběr 
dárcovské tkáně pro vytvoření transplantátu a pokrytí větší plochy lézí. 
Jedním z materiálů tkáňového inženýrství jsou polymerní nanovlákna vyrobená 
metodou elektrostatického zvlákňování (EZ). Ta svou morfologií a rozměry do 1 µm 
napodobují strukturu extracelulární matrix. Velkou výhodou nanovláken je možnost jejich 
funkcionalizace bioaktivními látkami (růstové faktory, antibiotika aj.), což lze využít například 
pro cílené doručování léčiv, zlepšení proliferace buněk, hojení a buněčné adheze. Výhody 
nanovláken je předurčují k tomu, aby byly použity v chirurgické terapii vitiliga. 
Cílem práce bylo vytvoření buněčného nosiče z nanovláken, který by byl vhodný pro 
kultivaci melanocytů a keratinocytů. Pro výrobu nanovláken jsme použili polyvinylalkohol 
(PVA), což je ve vodě rozpustný polymer, schválený pro biomedicínské aplikace. Jeho 
nevýhodou je však vysoká hydrofilnost, která snižuje ochotu buněk adherovat na materiály 
z něj vyrobené. Pro zlepšení povrchových vlastností PVA nanovláken byla použita 





 Přehled literatury 
2.1 Struktura a fyziologie k ůže 
Kůže tvoří přibližně 16% celkové hmotnosti člověka a její povrch představuje plochu 
až 2,5m2. Kůže zabraňuje nadměrnému odparu vody, mechanickým poškozením organismu 
a také představuje bariéru pro cizorodé látky a patogeny. Jedná se o komplexní orgán, 
obsahující množství různých typů buněk, cévy, nervy, žlázy, tukovou tkáň, a proto plní 
v organismu celou řadu funkcí. Významnou částí se podílí na termoregulaci, metabolismu a 
vylučování látek. Plní funkci receptorového orgánu a v neposlední řadě je i místem tvorby 
vitamínu D3 a melaninu, který chrání buňky před škodlivým UV zářením, které způsobuje 
poškození DNA (Costin and Hearing 2007; Junqueira 1997; Picardo and Taïeb 2010).  
Dělí se na tři základní vrstvy: epidermis, dermis a subcutis. Nejsvrchnější vrstva, epidermis, 
(Obr. č. 1), je tvořena z 95% keratinocyty, dále se v ní nacházejí melanocyty, 
Langerhansovy a Merkelovy buňky (Junqueira 1997). 
Obrázek č. 1 : Schéma uspořádání epidermis, upraveno podle (URL1). 
Keratinocyty  tvoří rohovatějící vrstevnatý dlaždicový epitel. Proliferují z nejhlubší vrstvy 
epidermis zvané stratum basale, odkud migrují k povrchu, během této cesty diferencují, 
propojují se desmozomy, melanizují se, vytvářejí extracelulární matrix (keratin, lipidy) a 
jednotlivé podvrstvy epidermis. Konečným stádiem diferenciace jsou korneocyty, které se 
odlupují deskvamací a tvoří mnohavrstevné stratum corneum (Houben et al. 2007). 
Na bazální lamině ve stratum basale (Obr. č. 1) a ve vlasových folikulech se nacházejí 




které jsou zodpovědné za zbarvení kůže, vlasů a duhovky (Cichorek et al. 2013). Méně 
známý je jejich výskyt v řadě dalších částí těla: v uchu ve stria vascularis, dále v uveálním 
traktu vestibulárním regionu vnitřního ucha, ve sliznicích. V roce 2007 uveřejnil Goding 
článek zmiňující překvapivý výskyt melanocytů v srdci (Goding 2007) a o rok později Uyen 
nalezl tyto pigmentové buňky v mozku (Uyen et al. 2008). 
2.1.1 Vývoj melanocytu 
První nediferenciované prekursory melanocytů (melanogonie) se v lidské kůži 
objevují v osmém týdnu fetálního života (Jimbow et al. 1976). Pod vlivem sekretovaných 
faktorů (MITF, Pax3, Sox10 aj.) a regulace signálních drah proliferují, diferencují na 
melanoblasty, které migrují do cílových nik (Ernfors 2010; Mull et al. 2015). V epidermis pod 
vlivem transkripčních faktorů diferencují na dendritické melanocyty, produkující melanin. Ve 
vlasových folikulech melanoblasty tvoří rezervoár nepigmentovaných oválných kmenových 
buněk, schopných diferenciovat v melanocyty (Nishimura et al. 2005; Osawa et al. 2005). 
2.1.2 Funkce a syntéza melaninu 
Uvnitř epidermálních melanocytů se ve speciálních organelách, melanozomech, 
vytváří pigmentovaný biopolymer melanin. Ten je pomocí dendritických výběžků 
distribuován do okolních keratinocytů. Každý melanocyt je svými dendrity spojen s 30 až 40 
okolními keratinocyty, toto buněčné seskupení tvoří takzvanou melaninovou jednotku 
(Obr. č. 2) (Jimbow et al. 1976). Buňky melaninové jednotky sekrecí faktorů a fyzickým 
kontaktem vzájemně regulují své funkce, metabolickou aktivitu, proliferaci a diferenciaci 
(Hirobe 2014). 
 
Obrázek č. 2 : Epidermální melaninová jednotka – melanocyt ve stratum basale v kontaktu s okolními keratinocyty. 




Melanin  je odvozený z aminokyseliny tyrosinu a v těle živých organismů se vyskytuje v 
několika formách. Nejčastější formou je hnědý až černý pigment eumelanin, což je 
heterogenní polymer složený z jednotek DHI (5,6-dihydroxyindol) a DHICA (5,6-
dihydroxyindol-2-karboxylová kyselina) (Yamaguchi et al. 2010). 
Jeho méně obvyklá žluto-červenohnědá forma se nazývá feomelanin. Ten má odlišnou 
chemickou strukturou, protože obsahuje benzothiazinové deriváty se sírou a je zodpovědný 
za zrzavé vlasy a pihy (Costin and Hearing 2007; Riesz 2007). V mozku v oblasti substantia 
nigra produkují dopaminergní neurony neuromelanin, jehož nedostatek je spojován 
s neurálními chorobami, například Parkinsonovou chorobou (Fedorow et al. 2005; Zhang et 
al. 2011). 
2.1.3 Funkce v organismu 
Melanin v epidermis chrání buňky před škodlivým působením UV záření o vlnové 
délce 280-320 nm, neboť ho dokáže absorbovat a přeměnit 99,9% záření na teplo (Meredith 
and Riesz 2004). Nedostatek melaninu v kůži (albinismus, světlý typ pleti, vitiligo aj.) vede 
k nedostatečné obraně těla proti škodlivým účinkům slunečního záření, což zvyšuje riziko 
vzniku karcinomů a melanomů (Junqueira 1997). 
Fotoprotektivní charakter melaninu v epidermis je dán tím, že zde funguje jako 
pseudo-dismutáza. Spektrofotometrickou analýzou bylo zjištěno, že s klesající vlnovou 
délkou záření roste absorbance melaninu, která dosahuje svého maxima v okolí vlnové 
délky 335 nm (URL4; Riesz 2007). Tím v buňkách minimalizuje vznik a toxické působení 
reaktivních forem kyslíku (ROS), čímž chrání DNA, proteiny a membránové lipidy před 
poškozením (Costin and Hearing 2007). 
Kromě fotoprotekce mají melaniny i detoxifikační funkci, neboť na sebe váží volné 
radikály (Potsch et al. 2002), ionty, přechodné kovy (Fedorow et al. 2005), ale i toxické a 
chemické látky (Costin and Hearing 2007).  
2.1.4 Syntéza melaninu 
Jak již bylo zmíněno v úvodu kapitoly, melanin je syntetizován v melanozomech, 
oválných, membránou obklopených organelách o velikosti 200x900 nm. Jsou podobné 
lysozomům a nacházejí se v cytoplazmě melanocytů. Obsahují proteiny tvořící scaffold pro 
uložení melaninu a enzymy regulující biosyntézu pigmentu. Pro buňky jsou důležité, protože 
je chrání před reaktivními prekursory melaninu (fenoly, chinony), které by mohly oxidovat 




K dozrání melanozomů jsou nutné tři melanogenní metaloenzymy – tyrosináza 
(TYR), tyrosinase ralated protein 1 (TYRP1) a DOPAchrom tautomeráza (DCT někdy též 
nazývána TYRP2), které jsou plně aktivní až po postranslační modifikaci (Costin and 
Hearing 2007; Uyen et al. 2008). Biosyntézu melaninů zjednodušeně znázorňuje Obr. č. 3. 
Zásadním hráčem syntézy melaninu je TYR, která zahajuje biosyntézu hydroxylací 
tyrosinu na 3.4-dihydroxyfenylalanin (DOPA), ten je následně přeměněn na dopachinon 
(DQ), který je transformován sérií dějů na melanin, který je transportován do keratinocytů. 
V nich se granula melaninu hromadí v supranukleární oblasti cytoplazmy a chrání DNA 
keratinocytů před škodlivým UV zářením. V keratinocytech se melaninová granula spojují 
s lyzozomy, čímž postupně dochází k degradaci melaninu směrem k horním vrstvám 
epidermis (Junqueira 1997). 
Pro syntézu melaninu a vznik zralého melanozomu vhodného k transportu do 
keratinocytů, je potřeba taktéž správné pH, osmotický tlak a celá řada adaptérových proteinů 
(například AP1-4, klatrín, gp100, P-protein, Lamp-1, Silver) (Uyen et al. 2008). 
 
Obrázek č. 3 : Schéma syntézy eumelaninu a feomelaninu s nejdůležitějšími enzymy, upraveno podle (Hearing et al. 
2011). 
Melanozomy zrají ve čtyřech stádiích, která mění svůj vzhled a lokalizaci v rámci 
melanocytu (Obr. č. 4). Postupně se nepigmentovaný váček bez TYR aktivity (Stupeň I) 
vyvíjí v melanozom s aktivní TYR a melaninem uloženým na proteinové matrix (Stupeň II). 
Váček migruje k periferii a plní se melaninem (Stupeň III). V posledním stádiu mění svůj 
vzhled až na plně melanizované zralé granulum, s nízkou TYR aktivitou (Stupeň IV) (Costin 




Melanozomy jsou enterográdním transportem za účasti buněčných motorů 
asociovanými s cytoskeletem dopraveny do dendritů. Odtud se dostávají do keratinocytů 
pravděpodobně fagocytózou s aktivní účastí melanocytů (Kasraee et al. 2011). 
Ve vlasových folikulech se melanocyty nacházejí mezi dermální papilou a buňkami 
vlasov0ho epitelu vlasu, do kterých předávají melanin obdobným způsobem, jako 
v epidermis, čímž ovlivňují barvu vlasu (Junqueira 1997). 
 
Obrázek č. 4 : a-f) zrání melanozomů obsahujících eumelanin, snímky z elektronového mikroskopu, upraveno podle 
(Uyen et al. 2008). g) schéma syntézy, maturace a transportu melanozomů do dendritů v rámci melanocytu, se 
znázorněnými nejdůležitější enzymy, tyrosináza (Tyr), tyrosinase ralated protein 1 (TRP-1) a DOPAchrome tautomeráza 
(Dct). Upraveno podle (Costin and Hearing 2007). 
Pigmentaci kůže je tedy ovlivněna komplexem procesů. V první řadě schopností 
diferenciace a migrace melanoblastů (melanocytárních prekursorů), dále distribucí a 
aktivitou melanocytů v epidermis, formou melaninových granul (barva, tvar, velikost), taktéž 
schopností melanocytů vytvářet dendrity a mírou účinnosti transportu melanozomů do 
keratinocytů v rámci melaninové jednotky. Zásadní je pak míra konstitutivní a stimulované 
exprese genů enzymů účastnících se biosyntézy melaninu. Klíčovým enzymem je TYR, 
která zahajuje celý proces syntézy a tím ovlivňuje rychlost a množství tvorby melaninu. 
Barva kůže také souvisí s rychlostí degradace melanozomů v keratinocytech a 
v melanocytech samotných (Jimbow et al. 1976). 
2.1.5 Faktory ovliv ňující tvorbu melaninu 
Syntéza melaninu je ovlivněna jak endogenními, tak i exogenními vlivy. Parakrynně 





zánětu a jiné látky produkované okolními buňkami (zejména se jedná o keratinocyty a 
v menší míře fibroblasty). 
Keratinocyty produkují faktory, kterými v rámci melaninové jednotky regulují kromě 
melanogeneze i proliferaci, diferenciaci, či dendritizaci melanocytů. Jedná se například o 
sekretované faktory α-MSH, ACTH, bFGF, NGF, endotelíny, GM-CSF, LIF, HGF (Costin 
and Hearing 2007). Taktéž bylo zjištěno, že absence kontaktu melanocytů s keratinocyty 
vede ke snížené tvorbě eumelaninu a intenzivnější syntéze feomelaninu (Shin et al. 2012). 
Samotný buněčný kontakt keratinocytů s melanocyty je nezbytný pro správnou distribuci 
melaninu v epidermis. 
Významným vnějším faktorem je UV záření. Dělí se na UVA (320-400 nm), UVB 
(280-320 nm) a UVC (200-280 nm) záření. První dva typy jsou absorbovány kůží a mají vliv 
na aktivitu melanocytů a tvorbu melaninu v epidermis. Nadměrné vystavení UVB způsobuje 
spálení pokožky a má karcinogenní efekt, stejně jako UVA, které sekundárně způsobuje 
zlomy v DNA působením ROS (Costin and Hearing 2007). 
Překvapivé byly výsledky in vitro studie, která ukázala, že podobný účinek, jako UV 
záření má na melanocyty působení tepla. V rámci studie se po teplotním šoku zvýšila 
aktivita melanocytů a bylo docíleno vyšší míry dendritizace těchto buněk (Nakazawa et al. 
1998). 
2.2 Vitiligo 
Je depigmentační onemocnění, které se projevuje snížením funkce až úplnou ztrátou 
melanocytů v epidermis, ve vlasech a výjimečně i ve sliznicích. U pacientů s vitiligem jsou 
proto charakteristické depigmentované léze v podobě světlých skvrn na různých částech 
těla (Obr. č. 5). Nejčastěji se vyskytuje ve tváři, v oblasti třísel a anogenitální krajině, dále 
na končetinách především v místech zvýšeného tlaku a tření. Celosvětová prevalence se 
pohybuje v rozmezí 0,5-2% v závislosti na lokalitě (Krueger and Schallreuter 2012). Což 
z něj dělá nejčastější depigmentační onemocnění na světě (Ezzedine et al. 2015). 
Projevy tohoto onemocnění mají značný vliv na kvalitu života pacientů, o čemž 
pojednává řada studií zvažující vliv jak z hlediska psychologického tak i sociálního (Costin 
and Hearing 2007; Ongenae et al. 2006). V místech léze ztrácí kůže přirozenou ochranu 
proti škodlivému UV záření a je náchylnější ke spálení. Taktéž se jedná se o výrazný 




sexuálního onemocnění, lepry aj. což narušuje sebevnímání jedince a jeho sociální kontakty 
(Alikhan et al. 2011). 
 
Obrázek č. 5 : Vitiligo u mladého chlapce tmavé pleti, upraveno podle (URL2). 
Podle míry postižení a podoby lézí se vitiligo dělí na segmentované, nesegmentované a 
neklasifikované vitiligo (Ezzedine et al. 2012b).  
Segmentované vitiligo  se vyskytuje méně, je diagnostikováno při jednostranné 
distribuci světlých segmentovaných skvrn, které jsou stabilní. Klasifikuje se na uni-, bi-, pluri-
segmentové. Obvyklejší je nesegmentované vitiligo , které se vyznačuje symetrickými a 
bilaterálními bílými skvrnami s progresivním charakterem šíření. Klinicky se dále dělí a 
popisuje jako generalizované, akrofaciální, slizniční, smíšené či univerzální typ. Jednotlivé 
subtypy v sebe mohou přecházet díky progresivnímu charakteru onemocnění. Mezi vzácné 
formy vitiliga patři poměrně nedávno zavedené pojmy vitiligo minor, které se vyskytuje u 
lidí tmavé pleti a folikulární vitiligo, manifestující se ztrátou melanocytů ve folikulech 
(Ezzedine et al. 2012a). Vitiligo se může projevit v jakémkoli věku, u dětí i dospělých, ale 
nejčastěji se rozvine u mladých osob ve věku 10 až 30 let. Výsledky studií ukázaly, že 
existuje korelace mezi stářím dětí a zvyšováním prevalence vitiliga u dětí (Al-Refu 2012). 
Malé izolované léze, které se po 1-2 letech sledování nevyvíjejí do segmentovaného, ani 
do nesegmentovaného vitiliga jsou označovány za neklasifikované vitiligo (Ezzedine et al. 
2015). 
2.2.1 Patofyziologie vitiliga 
Vitiligo je považováno za multifaktoriální polygenně podmíněné onemocnění s 
komplexní etiopatogenezí, které předpokládá genetickou predispozici a vnitřní či vnější 




tomu existuje několik teorií vzniku onemocnění, z nichž nejvíce diskutovanými jsou teorie 
autoimunitní, cytotoxická, neurohumorální a jejich kombinace. 
K autoimunitní teorii se přiklání velká část odborníků, neboť pacienti spolu s 
vitiligem často trpí další autoimunitní chorobou (např. hyperthyreoidismem, revmatoidní 
artritidou, Addisonovou chorobou, lupénkou, diabetem melitem 1. typu, aj.) (Liu et al. 2005). 
Tato teorie je dále podporována zvýšenými hodnotami protilátek namířených proti 
pigmentovaným buňkám v séru pacientů a výskytem většího množství CD8+ T lymfocytů v 
oblasti lézí (Kemp et al. 2007). V  několika studiích byla teorie podložena zjištěním 
deregulace řady genů účastnících se imunitní odpovědi (Ezzedine et al. 2015). Genetická 
analýza pacientů s generalizovaným vitiligem například odhalila tyrozinázu jakožto 
nejčastější autoantigen (Rezaei et al. 2007). 
Neurohumorální teorie  předpokládá sekreci toxických látek periferními nervy, které 
způsobují destrukci melanocytů. Toto tvrzení dokládá zvýšený výskyt neurotransmiterů 
(neuropeptid Y, norepinefrin) v depigmentovaných lézích, které mohou působit cytotoxicky, 
nebo melanocyty poškozovat hypoxií, která je navozena vasokonstrikcí okolní tkáně. 
Neurohumorální teorie vzniku vitiliga je podložena taktéž případy, u kterých výskyt vitiliga 
kopíruje hranici dermatomu (Alikhan et al. 2011). 
Kumulace toxických látek z metabolismu melanogeneze a environmentálních jedů 
(DOPA, dopachrom, fenoly, chinony aj.) má podle zastánců cytotoxické teorie  jasný dopad 
na viabilitu melanocytů. ROS vznikající při metabolických dějích mohou poškodit 
melanocyty a spouštět zánětlivou kaskádu, vedoucí až k destrukci buněk a rozvoji vitiliga 
(Jimbow et al. 2001). Ve spojení s touto hypotézou proběhla ex vivo studie porovnávající 
melanocyty od pacientů s vitiligem a stejné buňky od zdravých osob. Při této kultivační studii 
vitiligo melanocyty vykazovaly větší míru oxidativního stresu a horší kultivovatelnost, než 
melanocyty od zdravých kontrol (Puri et al. 1987). 
2.2.2 Současná léčba vitiliga 
Přes velkou snahu objasnit příčiny vzniku vitiliga, je původ onemocnění stále nejasný 
a s tím jde ruku v ruce i neexistence efektivní léčby. U řady pacientů s mírnějšími projevy 
onemocnění je léčba relativně snadná. Pro dosažení repigmentace se nejprve volí 
konzervativní techniky v podobě podávání farmak a fotoléčby. U stabilních a refrakterních 
lézí konzervativní přístup nebývá účinný a proto se přistupuje k chirurgické léčbě ve formě 
autologních transplantátů kožních štěpů (Obr. č. 6B) nebo aplikaci suspenze melanocytů. 




patofyziologie a genetického pozadí tohoto onemocnění (Eleftheriadou et al. 2011). Naopak 
léčba transplantací kmenových buněk ve formě melanocytárních prekurzorů z vlasových 
folikulů je intenzivně studována, neboť tyto buňky se zásadním způsobem podílejí na 
obnovení pigmentace u vitiligo pacientů (Lee and Fisher 2014). 
Repigmentace  lézí probíhá díky aktivaci rezervoáru melanocytárních 
prekurzorů/kmenových buněk (folikulární repigmentace, Obr. č. 6A), stimulaci 
nepoškozených melanocytů v depigmentovaných lézích, nebo migraci zdravých melanocytů 
z okolní zdravé tkáně (Daniel and Wittal 2015; Falabella 2009). Velký potenciál v léčbě 
vitiliga je především aktivace kmenových buněk, které po stimulaci (UV, farmaka) vycestují 
k epidermis, kde dozrávají v melanocyty produkující melanin (Falabella 2009). Positivní 
z hlediska léčby vitiliga je, že residua těchto buněk byla prokázána ve vlasových folikulech 
i  interfolikulárním prostoru v oblasti vitiligo lézí (Seleit et al. 2014). 
 
 
Obrázek č. 6 : A) folikulární repigmentace po aplikaci konzervativní léčby, B) transplantace epidermálního štěpu (mini-
grafting), upraveno podle (Daniel and Wittal 2015). 
Všeobecně je odpověď na léčbu nejlepší v časném stádiu onemocnění, u mladých 
pacientů a u osob tmavé pleti. Z hlediska místa postižení se repigmentace nejlépe dosahuje 
na obličeji, trupu a krku. Naopak končetiny a sliznice bývají rezistentní, především při 
aplikaci konzervativní léčby (Felsten et al. 2011). Je to způsobeno i tím, že na těchto místech 
(dlaně, plosky, sliznice) nejsou vlasové folikuly, tudíž zde chybí rezervoár melanocytárních 
kmenových buněk (Falabella 2009).  
 
Pomocí kosmetických přípravků a vyhýbání se opalování, je možné světlé skvrny 
kamuflovat či snížit jejich výraznost. Řešením pro rezistentní oblasti může být i 
mikrotetování, které je vhodné pro oblasti u kterých se repigmentace dosahuje velmi obtížně 
(rty, konečky prstů, bradavky, aj.) (Daniel and Wittal 2015). Tyto formy zakrývání neléčí 
příčinu vzniku vitiliga, nicméně pro značnou část pacientů je to možnost, jak minimalizovat 




Farmakologickou lé čbu  představuje aplikace kortikosteroidů, inhibitorů kalcineurinu 
a analogů vitaminu D3, které se preferenčně podávají lokálně. Účinek prvních dvou 
zmíněných skupin spočívá ve schopnosti modulovat imunitní odpověď, stimulovat nové 
osídlení melanocyty a produkci melaninu v oblasti lézí. Inhibitory kalcineurinu (tacrolim) jsou 
v porovnání s kortikosteroidy bez nežádoucích účinků, ale mají slabší výsledky. Analogy 
vitaminu D3 podporují melanogenezi a dozrávání melanocytů (Felsten et al. 2011). 
Zvažuje se i terapie pomocí inhibitorů TNF-α, prozánětlivý cytokín spojovaný 
s autoimunitními onemocněními, který se ve zvýšeném množství vyskytuje u vitiliga 
v depigmentovaných oblastech a v jejich periferii. Předpokládá se, že blokování působení 
TNF-α zabrání destrukci melanocytů a podpoří se diferenciace melanocytárních kmenových 
buněk (AlGhamdi et al. 2012). Nicméně je třeba objasnit vztah mezi vitiligem a TNF 
inhibitory, neboť řada studií naznačuje nebezpečí zhoršení a dokonce spuštění vitiliga 
spojené s jejich aplikací (Webb et al. 2015). 
Opačným trendem je depigmentace , neboli zesvětlování kůže pomocí laseru 
(755 nm, 694 nm) (Rao and Fitzpatrick 2004), chemických látek (monobenzon methyl ester, 
4-methoxyphenol aj.) a kryoterapie (Gupta et al. 2012). K tomuto zásahu se přistupuje, 
v případech kdy má pacient postižena viditelná místa (obličej, ruce), nebo pokud světlé 
skvrny tvoří více než 60 % těla (Daniel and Wittal 2015). 
Již několik dekád se pro terapii vitiliga používá fototerapie , které se stále častěji 
kombinují s farmakologickou či chirurgickou léčbou, pro dosažení lepších výsledků 
repigmentace (Felsten et al. 2011). Fototerapeutické metody využívají vlivu UVA a UVB 
záření, které stimuluje migraci a proliferaci melanocytů, inhibuje autoimunitní pochody a 
vytváří vhodné prostředí pro repigmentaci. Mnoho studií ukázalo, že UVB záření je 
vhodnější pro terapii, protože vykazuje lepší výsledky a je méně škodlivé než UVA. 
Škodlivost terapie pomocí UVA spočívá v nutnosti současného podávání fotosensitivního 
psoralenu (PUVA terapie), nebo khelinu (KUVA), které jsou fototoxické a karcinogenní díky 
schopnosti vytvářet patologická propojení uvnitř DNA („cross-links“) (Carlie et al. 2003; 
Hofer et al. 2001). 
Bezpečnější možností je aplikace NB-UVB (311-313 nm). Toto úzkopásmové záření 
stimuluje TYR v melanocytech a tím zvyšuje míru melanogeneze (Felsten et al. 2011). 
V poslední době se stále více používá monochromatický excimerový laser (308 nm). Ten 
umožňuje přesné cílení UVB terapie, bez zasažení okolní zdravé kůže s prokazatelně 




Značnou nevýhodou fototerapie je také nutnost pravidelné a opakované 
aplikace,  přesnost v dávkách záření, relativně vysoké náklady na údržbu a provoz přístrojů. 
V současné době také probíhají studie zkoumající zda UVB terapie může zvýšit incidenci 
nádorového onemocnění kůže (Felsten et al. 2011). 
Chirurgická terapie je možná transplantací autologního epidermálního štěpu, 
takzvané graftování, které je možné provádět ambulantně s lokální anestezií. Štěpy se 
nejčastěji získávají seříznutím subepidermální buly, která vzniká lokálním působením 
negativního tlaku (vakua) nebo laseru. Podle tloušťky a techniky získání epidermálního 
štěpu se rozlišují kožní štěpy v plné tloušťce („full thickness grafts“), štěpy epidermis s částí 
dermis („split thickness grafts“) a epidermální puchýře. Z porovnání více než šedesáti studií 
autologní transplantace se jakožto neúčinnější technika jeví použití štěpů z epidermálních 
puchýřů a štěpů, které obsahují i část dermis (Daniel and Wittal 2015; Njoo et al. 1998). 
Při transplantaci epidermálního puchýře je pacientovi odebrán štěp normálně 
pigmentované kůže z vrchní části puchýře vytvořeného nejčastěji pomocí vakua. Štěp je 
následně aplikován na recipientní místo stejné velikosti zbavené epidermis (dermabrasí, 
vytvořením puchýře). Oproti jiným transplantačním technikám je zde nižší výskyt jizev, ale 
ne vždy je dosaženo repigmentace. Procedura je časově náročná a vyžaduje speciální 
vybavení pro tvorbu puchýřů (Njoo et al. 1998). 
Technika nazývaná mini-grafting (punch grafting) spočívá v aplikace malých 
(1-2 mm) biopsií zdravé kůže do depigmentovaných oblastí ošetřených dermabrasí 
(Obr. č. 6B). Metoda je ale časově náročná, s častým zjizvením a dlaždicovitým vzhledem 
v místě aplikace. V případě štěpů s částí dermis je mechanicky nebo chemicky provedena 
jemná dermabrase na depigmentovaném místě, tím se odstraní vrchní epitel. Sem je 
posléze aplikován štěp normálně pigmentované kůže (Njoo et al.1998). 
Na chirurgickou formu léčby nejlépe odpovídají léze na končetinách (Felsten et al.2011). 
Limitem chirurgické terapie je, že bez zjizvení či hyperpigmentace v místě odběru je možné 
pokrývat pouze malé depigmentované léze (Daniel and Wittal 2015; Njoo et al. 1998). 
Druhým způsobem chirurgické léčby je přímá aplikace autologní buněčné suspenze 
bohaté na melanocyty (Gauthier and Benzekri 2012). Pro zvýšení počtu 
transplantovatelných buněk a pokrytí větší plochy lézí byly použity melanocyty kultivované 
in vitro. Kultivační proces je však limitován cenou, potřebným časem a odborným 
personálem (Hong et al. 2011a; 2011b). 
Při autologní transplantaci se buněčná suspenze nanáší na deepitelizovaný povrch. 




Eves et al. (2005) uvádí, že transplantáty s oběma typy výše zmíněných buněčných 
typů  zrychlují hojení deepitelizované rány a tím minimalizují tvorbu jizev. 
V pilotní studii použil Mulekar et al. (2008) nekultivované autologní buněčné 
suspenze pro léčbu vitiliga a zároveň prezentoval transplantační kit (ReCell, Avita Medicine 
Europe) s kterým dosáhl velmi dobrých výsledků s vyšší efektivitou repigmentace 
v porovnání s běžně používaným graftováním. Další srovnávací studie repigmentace vitiligo 
lézí po aplikaci suspenze melanocytů a keratinocytů na dermabrasí ošetřené léze se 
uskutečnila v Íránu. U poloviny pacientů bylo dosaženo 96-100% repigmentace po 4 
měsících od aplikace (Toossi et al. 2011). 
Výhodou metody je, že oproti kultivovaným suspenzím není třeba laboratorních 
pracovníků a vybavení, proces je rychlý a nebezpečí kontaminace, malignance a infekce 
buněk je minimální. Naopak nevýhodou metody je problém s udržením transplantovaných 
buněk v místě léze a jejich rovnoměrné rozmístění. Tkáňové inženýrství, jakožto rychle se 
rozvíjející obor, by mohl přinést řešení terapie vitiliga v podobě biokompatibilního 
buněčného nosiče („scaffoldu“) vhodného pro adhezi, kultivaci a následnou transplantaci 
epidermálních buněk, zejména melanocytů. 
2.2.3 Buněčné nosi če v terapii vitiliga 
V literatuře se v souvislosti s terapií vitiliga objevila řada přírodních i syntetických 
biomateriálů použitých pro kultivaci melanocytů, respektive epidermálních buněk. Příkladem 
je autologní transplantace melanocytů kultivovaných na amniotické membráně (získaná při 
císařském řezu z lidské placenty) s úspěšností repigmentace v 90-100% (Redondo et al. 
2008; 2011). Klinická studie potvrdila že amniotická membrána je vhodným nosičem pro 
transplantace melanocytů a je efektivnější než aplikace samotné suspenze buněk při léčbě 
stabilního vitiliga (Gimenez-Azcarate et al. 2013). Andreassi et al.(1998) použil pro in vitro 
kultivaci melanocytů a keratinocytů nosič z kyseliny hyaluronové (HA), který následně 
transplantoval pacientům s vitiligem. Dalším příkladem použití přírodních polymerů je 
semipermeabilní membrána z chitosanu pro kultivaci lidských melanocytů, která byla 
úspěšně transplantována na zvířecí model (Xu et al. 2012). Výhodu je i skutečnost, že 
chitosan podporuje tvorbu melanocytových sféroidů (Lin et al. 2006). 
Syntetické nosiče pro kultivaci melanocytů byly vyrobeny například z nylonu a 
chitosanu, polystyrenu (Lin et al 2005), polyetylen tereftalátu (Huang et al. 2013), 
polymléčné kyseliny (PLA) (Ghosh et al. 2012), dále z plasmou ošetřeného silikonu a PVC 




kompozit alylamidu s akrylovou kyselinou (Eves et a. 2005) nebo plazmaticky 
polymerizovaný alylamin s 1,7 oktadienem (Beck et al. 2003). 
2.3 Nanovlákna v tká ňovém inženýrství 
Tkáňové inženýrství je obor, který kombinuje principy přírodních věd a inženýrství. 
Základní myšlenkou je urychlení regenerace nebo náhrada poškozené tkáně pomocí 
buněčných nosičů vyrobených ze syntetických nebo přírodních materiálů (Langer and 
Vacanti 1993; Rim et al. 2013). Uměle vytvořené nosiče mají primárně poskytnout buňkám 
mechanickou oporu a zároveň podporovat jejich adhezi, diferenciaci a proliferaci v místě 
aplikace. Dále mohou sloužit jako nositelé bioaktivních látek a signálních molekul, které po 
uvolnění urychlují regenerační procesy. 
Při navrhování buněčného nosiče je nutné nejprve vybrat vhodný materiál pro jeho 
výrobu. Ten by měl být biokompatibilní, biodegradabilní a mechanicky odolný. Na 
navržených nanovlákenných nosičích se nejprve testuje adheze, viabilita, proliferace, 
případně diferenciace buněk in vitro, což je podmínkou před použitím v preklinických a 
klinických testech in vivo. 
Jedním z mnoha typů biomateriálů jsou polymerní nanovlákna  vyrobená metodou 
elektrostatického zvlákňování (podrobně popsáno viz níže). Svými malými rozměry a 
pórovitou strukturou připomínají ECM, zároveň jsou dostatečně mechanicky odolné, čímž 
vytvářejí vhodné prostředí pro kultivaci buněk a aplikaci jakožto buněčných transplantátů. 
Jemná struktura nanovláken poskytuje velký specifický povrch, který je přístupný pro adhezi 
buněk i navázání faktorů ovlivňujících například růst a výživu buněk. Výhodou nanovláken 
je možnost řízení řady jejich vlastnosti přímo při jejich výrobě (porozita, průměr vláken, 
orientace). Další výhodou je možnost určení vlastností (funkcionalizace) nanovláken 
uzavřením bioaktivních látek dovnitř vláken (koaxiálním zvlákňováním, zvlákněním směsi 
polymeru a bioaktivní látky (Buzgo et al. 2013; Mickova et al. 2012), či navázáním molekul 
na jejich povrch (růstové faktory, proteiny, aj. (Buzgo et al. 2015). Kryogenním mletím se z 
nanovlákenných materiálů dají připravit injikovatelné nano- a mikročástice, které nabízejí 
další možnosti využití nanovláken v biomedicíně (Knotek et al. 2012). Nosiče na bázi 
nanovláken tak mohou být vyrobeny „na míru“ určitému buněčnému typu a tkáni, kam budou 
následně aplikovány. 
V dermatologii mohou být nanovlákna využita zejména pro hojení nebo jako kryty ran 




2007; Kang et al. 2010), nebo jako efektivní systém doručování antibiotik a jiných léčiv přímo 
do rány (Goonoo et al. 2014). Kromě zmíněného použití v tkáňovém inženýrství a 
doručování léčiv nacházejí nanovlákna své uplatnění v medicíně také jako ochranné a 
filtrační textilie (Liang et al. 2007; Lu and Ding 2008), nebo jako součásti náhrad orgánů 
(Kim et al. 2008; URL3). 
2.4 Elektrostatické zvlák ňování 
Základy elektrostatického zvlákňování (EZ) byly položeny již v 19. století (Rayleigh 
1882). Dalšího rozvoje se tato metoda dočkala o dekády později s hlubším pochopením 
jejich principů a o jejím komerčním využití se začalo uvažovat až po roce 1990 (Vasita and 
Katti 2006). Během několika desetiletí tak byla vyvinuta a patentována řada přístupů 
umožňujících elektrostaticky zvláknit nejrůznější syntetické i přírodní polymery a taktéž 
jejich směsi (Agarwal et al. 2008). Laboratoře po celém světě testovali potenciál 
nanovlákenných nosičů vyrobených EZ například pro rekonstrukci kostní tkáně, tvorbu 
umělé cévy a neurální tkáně, léčbu ran a cílené doručování léčiv (Rim et al. 2013). 
EZ umožňuje vyrobit vlákna o průměru v řádu desítek nm až několika µm (Agarwal 
et al. 2008). Metoda je poměrně nenáročná, velmi efektivní s vysokou výtěžností. Změnou 
parametrů přímo během výroby lze řídit vlastnosti vláken např. porozitu, průměr a tím jejich 
degradabilitu (Vasita and Katti 2006). Výhodná je i možnost vytvářet orientované vrstvy 
nanovláken díky speciálním kolektorům. Stacionární kolektory vytváří náhodně orientovaná 
vlákna, zatímco rotující kolektor navinuje vlákna jako nit na špulku a ty jsou orientována 
jedním směrem (Vyslouzilova et al. 2010). Významnou inovací metody bylo zavedení 
systému pro koaxiální zvlákňování, které umožňuje vyrobit nanovlákna s rozdílným 
materiálem na povrchu a uvnitř vlákna, využitelná pro cílené doručování léčiv (Sun et al. 
2003). 
Principem metody je působení vysokého napětí na roztok polymeru. Síly vznikající 
při tomto procesu vytahují vlákna z polymerního roztoku a ta jsou následně sbírána na 
kolektor v podobě nanovlákenných vrstev. Metoda nemá specifické požadavky, a proto ji lze 
provádět za pokojové teploty a při atmosférickém tlaku. Základní soustavu pro EZ tvoří 
zvlákňovací elektroda, zdroj napětí, roztok polymeru, který je do soustavy kontinuálně 
vytlačován pumpou a kolektor na kterém jsou vlákna sbírána (Obr. č. 7A). Různé podoby 




vzdálenosti zvlákňovací elektrody od kolektoru, vlhkosti a teploty v aparatuře, rychlosti toku 
či koncentrace polymerního roztoku atd. (Goh et al. 2013; Puppi et al. 2014).  
     
Obrázek č. 7 : A) schematické znázornění soustavy pro elektrostatické zvlákňování, upraveno podle (Braghirolli et al. 
2014). B) detail tvorby trysek při hladinovém elektrostatickém zvlákňování z tyčové elektrody (Lukas et al. 2009). 
Elektroda je připojena na zdroj vysokého napětí a tvoří obvykle plusový pól soustavy, 
zatímco kolektor má záporný náboj, nebo je uzemněn. Roztok polymeru je vytlačen na hrdlo 
elektrody, kde na něj působí elektrické pole. Když dojde k vyrovnání povrchového napětí 
roztoku a elektrostatických sil na okraji kapaliny, utvoří se Taylorovy kužely (Taylor 1969). 
Ve chvíli, kdy převáží elektrostatické síly, vznikají na povrchu kapaliny trysky (Obr. č.7B), 
které jsou vytahovány ke kolektoru. Čím jsou trysky dále od zvlákňovací elektrody, tím jsou 
nestabilnější a podléhají ohybu, díky čemu se délka jejich letu ke kolektoru prodlužuje. 
Cestou se z roztoku polymeru odpařuje rozpouštědlo, vlákna se ztenčují, nakonec dopadají 
na kolektor, kde jsou sbírána (Goh et al. 2013; Lukas et al. 2008). 
2.4.1 Polymery pro zvlák ňování 
Podle cílového použití vláken se pro elektrostaticky zvlákněné buněčné nosiče 
používají přírodní či syntetické polymery. Pro kombinaci pozitiv, které obě skupiny nabízejí, 
se používají jejich směsi, které kombinují výhodné vlastnosti přírodních a syntetických 
polymerů v jednom materiálu (Mohamed and Xing 2012; Rim, Shin and Shin 2013).  
Přírodní polymery se vyskytují v živých organismech, proto jsou přirozeně 
biokompatibilní a biodegradabilní. Funkční skupiny, které poskytuje jejich povrch, jsou pro 




nezvyšují zánětlivou odpověď organismu (Mohamed and Xing 2012). Nicméně velkou 
nevýhodou pro aplikace ať už celulózy, fibronektinu, kolagenu či jiných přírodních polymerů 
v biomedicíně, je rozdílnost původu těchto polymerů a z toho vyplývající nemožnost 
standardizace složení a jejich vlastností při in vitro kultivacích. 
Na rozdíl od přírodních polymerů, mají syntetické polymery  definované složení, 
snáze se charakterizují, mají lepší mechanické vlastnosti, nižší rizika spojená s kontaminací 
a odlišností zdrojů surovin pro výrobu (Mohamed and Xing 2012). Elektrostaticky zvlákněna 
byla řada syntetických polymerů. Příkladem jsou vlákna vyrobená z biomedicínských PLA, 
polyglykolová kyselina (PGA), polykaprolakton (PCL), polyuretan a jejich kopolymerů 
(PLCL, PLGA, aj) (Sill and von Recum 2008).  
Stále větší pozornost v oblasti biomateriálů je nyní věnována PVA. Tento ve vodě 
rozpustný polymer již byl schválen pro klinické použití (FDA, Conformité Européennne) (Ino 
et al. 2013). PVA lze elektrostaticky zvláknit, je biokompatibilní, nekarcinogenní a 
neimunogenní. Zajímavý je i z hlediska mechanických vlastností, přirozené přilnavosti 
k tkáním, inertnosti v tělních tekutinách a biodegradability (Alves et al. 2011; Chaouat et al. 
2008; Jiang et al. 2010). Proto mu bude věnována následující kapitola. 
2.4.2 Polyvinylalkohol (PVA ) 
PVA polymer se vyznačuje množstvím postranních hydroxylových skupin, které 
zapříčiňují jeho vysokou hydrofilitu a rozpustnost ve vodě. Díky tomu není nutné používat 
organická rozpouštědla a navíc je možné postranní skupiny chemicky modifikovat (Obr. č. 8) 
(Ding et al. 2011; Lin et al. 2012). Aby byla polymerní struktura i ve vodném prostředí 
stabilní, přidávají se do polymerního roztoku takzvaná síťovadla, která fungují jako spojky 
propojící jednotlivé řetězce polymeru. Příklad síťovací reakce zjednodušeně popisuje 
obrázek č. 8. Síťovací činidla jsou například dialdehydy glyoxal, či glutaraldehyd, které 
reagují s hydroxylovými skupiny PVA za vzniku acetátových vazeb (Zhang et al. 2010). 
 




Z hlediska používání má PVA poměrně dlouhou historii, neboť již od třicátých let byl 
používán v kosmetice, farmaceutickém, potravinářském a textilním průmyslu i v medicíně 
(Nair et al. 1998). 
PVA má velkou schopnost vázat vodu, což se využívá v přípravě PVA hydrogel ů, které 
mají budoucnost v oblasti bio-nanomedicíny (Alves et al. 2011). Z hlediska mechanických 
vlastností a elasticity mají potenciál v oftalmologii pro výrobu kontaktních čoček (Hyon et al. 
1994), při rekonstrukci cév (Chaouat et al. 2008), chrupavek (Bodugoz-Senturk et al. 2009; 
Kobayashi et al. 2005), pro tvorbu měkkých tkání a náhradní kůže (Jiang et al. 2015). 
Terapeutický potenciál v léčbě chronických i akutních ran PVA hydrogelů 
s tetrahydroxyboratem zmiňuje Rigon. Vyzdvihuje přirozenou přilnavosti k tkáním, nízkou 
toxicitu a možnost řízeného uvolňování bioaktivních látek a léčiv z PVA hydrogelů přímo 
v místě aplikace (Rigon et al. 2015). Využití PVA v systémech doručování bioaktivních látek 
se zabývali dřívější studie, které prokázaly zachování aktivity enzymů po jejich uzavření do 
PVA nanovláken (Moreno et al. 2011; Shoba et al. 2014). 
V posledních letech se jako systém pro léčbu ran a doručování léčiv testují také 
hydrogely ze směsi PVA s dalšími polymery např. chitosanem (Zhang et al. 2015), HA 
(Fahmy et al. 2015), alginátem a sukcinátem. Do hydrogelů jsou inkorporovány zejména 
antibiotika (Kamoun et al. 2015) a látky zlepšující hojení rány (Jaiswal et al. 2013). 
Matrice z PVA by mohly sloužit ke kultivaci kožních buněk, které jak se ukázalo velmi 
dobře adherují na hydrofilní materiály s nano a mikrostrukturami (Ranella et al. 2010). 
Měřením vlastností a mechanické odolnosti PVA vláken vyrobených EZ bylo zjištěno, že 
jsou dostatečně elastická a vhodná pro kožní aplikace a hojení ran (Jankovic et al. 2013).  
Nevýhodou PVA nanovláken je jejich příliš vysoká hydrofilita, která způsobuje jejich 
nestabilitu ve vodném prostředí a snižuje ochotu buněk na ně adherovat. (Paradossi et al. 
2003). Tuto vlastnost lze ovlivnit povrchovou úpravou. Například Buzgo et al. (2015) 
chemickou modifikací povrchu PVA nanovláken PEG-biotinovým linkerem (PEG-b) umožnil 
regulaci rozpadu PVA nanovláken ve vodě. Kovalentně vázaný biotin také testoval na vazbu 
k avidin-konjugovaným ligandům specifických primárních protilátek. PVA-PEG-b 
nanovlákna s navázaným anti-transferinem byla testována na schopnost vázat transferin. 
Dále byla PVA-PEG-b nanovlákna s navázaným anti-CD29 testovaná na schopnost vázat 
β1 integrín a mesenchymální kmenové buňky. Výsledky prokázali, že protilátka ulehčila 
navázání β1 integrínu k povrchu buněk a zároveň podpořila jejich adhezi k povrchu 




Dalším možným řešením jak upravit povrch PVA nanovláken a zvýšit tak adhezivitu 
buněk k nim je modifikace nanovláken metanovým plazmatem. 
2.5 Modifikace nanovláken plazmatem 
Plazma je chemicky aktivní plyn, obsahuje velké množství reaktivních částic, které 
společně vytvářejí chemicky vysoce aktivní prostředí (Cheruthazhekatt et al. 2010). Uměle 
se vytváří v plazmatické komoře excitací molekul plynu do vysokoenergetických stavů (Obr. 
č. 9). Plazma proto obsahuje vysoce reaktivní částice – elektrony, ionty, radikály, fotony 
(UV) a neutrální částice (Raffaele-Addamo et al. 2006). Ty reagují s povrchem substrátu a 
mění tak jeho chemické složení. Kolizemi částic plazma ztrácí energii, z toho důvodu je 
nutné do systému neustále dodávat energii externím zdrojem. Ten bývá nejčastěji elektrický, 
dále chemický, termální či nukleární (Denes and Manolache 2004). 
 
 
Obrázek č. 9 : Schéma dějů probíhajících při modifikaci povrchu v plazmatické komoře. Upraveno podle (Denes and 
Manolache 2004). 
Přes vysoký obsah reaktivních molekul je celkový náboj plazmatu neutrální, neboť 
obsahuje stejné  množství kladných i záporných iontů. Díky přítomnosti nosičů náboje, 
elektronů a iontů, je plazma elektricky vodivé prostředí (Tendero et al. 2006). 
Jeho fyzikální a chemické vlastnosti jsou dány zařízením, které plazma generuje. 
Charakter plazmatu je proto ovlivněn tvarem vakuové komory a nastavením následujících 
parametrů: tlak plynu, průtok plynu do komory, výkon zdroje, respektive velikost a frekvence 
elektrické napětí přiváděného do prostoru komory (Strobel and Lyons 1994). Důležitou 




al. 2003). Pro biomateriály a medicínské využití se používají zejména tyto plyny: Ar, N2, O2, 
NH3, CF4, vzduch a jejich směsi (Siow et al. 2006). 
Plazma se dělí na studené a horké podle zdroje a množství transferované energie, 
která vytvářejí samotnou plazmu. Horké má vysokou elektronovou hustotu, energii a teplotu 
částic. Ionizaci, excitaci a fragmentaci molekul způsobují jak elektrony, tak ionty. Elektron 
při srážce spotřebuje energii na vznik reaktivní částice a také na ohřev plynu. Horké plazma 
způsobuje rozpad organických molekul, a proto může být použito k modifikaci jen tepelně 
stabilních materiálů. 
Studené plazma má nižší hustotu elektronů i celkovou energii, tudíž plyn v rektoru 
má nižší teplotu. Energie ze zdroje je předána elektronům, které se rychle pohybují, ohřívají 
a způsobují srážky, zatím co ionty a neutrální částice zůstávají téměř statické.  Tím 
v plazmatu vznikají gradienty tlaku, teploty a hustoty částic. Výsledkem je reaktivní 
prostředí, jehož celková teplota se pohybuje okolo hodnot pokojové teploty. Proto se 
používá k modifikacím biologické tkáně a polymerních materiálů, neboť neodolávají 
vysokým teplotám (Heinlin et al. 2011; Tendero et al. 2006). 
2.5.1 Využití plazmatu v biomedicín ě 
Plazmatická modifikace začíná být oblíbenou technikou v biomedicíně například pro 
ovlivnění biokompatibility a chemických vlastností biomateriálů (Wei et al. 2005). V řadě 
případů je vhodnější, než běžně používané chemické metody, jejichž nevýhodou je změna 
nasákavosti a častý obsah reziduálních rozpouštědel v ošetřeném substrátu Povrchová 
úprava plazmatem zasahuje do materiálu jen do hloubky několika angströmů, díky tomu 
nenarušuje základní strukturu ani fyzikální vlastnosti ošetřeného materiál. Celý proces je 
velmi komplexní a na výsledku se podílí řada parametrů, tudíž nelze odhadnout přesné 
množství a rozmístění deponovaných funkčních skupin a atomů. Postup se proto 
optimalizuje na jedno konkrétní zařízení, čímž se zajistí reprodukovatelnost (Chan et al. 
1996). 
Pomocí plazmatu lze pokrývat materiály polymerními filmy, leptat, rekombinovat 
molekuly za vzniku sloučenin a implantovat ionty kovů na různé povrchy (Cheruthazhekatt 
et al. 2010; Chu et al. 2002). Plazmatickou modifikací lze cíleně měnit tvrdost, nasákavost, 
inertnost daného materiálu v tělních tekutinách, nebo sterilizovat živé tkáně a teplotně citlivé 
materiály (Heinlin et al. 2011). 
Sterilizace plazmatem spočívá v narušení membrán patogenů radikály obsaženými 




pro sterilizaci polymerních materiálů využívaných v biomedicíně PE, PVC a PET apod.. 
Vedlejším efektem bylo však naleptání povrchu sterilizovaného materiálu a zvýšení jeho 
hydrofobnosti (Mrad et al. 2013). V porovnání s běžně používaným etylen oxidem pro 
sterilizaci teplotně citlivých materiálů, je plazma časově nenáročné a efektivnější. 
Výhodnější je i proto, že při nedostatečné ventilaci po sterilizaci etylen oxidem se mohou v 
materiálu vyskytnout karcinogenní rezidua (Lee et al. 2006). 
Leptání plazmatem vytváří strukturovanější a drsnější materiál, neboť na něm vznikají 
nerovnosti způsobené vyražením atomů na jeho povrchu. Plazma se používá k leptání 
polymerních filmů, zvýšení adheze buněk a proteinů, ošetření buněk i přesné odstranění 
části tkáně bez zánětlivých reakcí. (Heinlin et al. 2011). Leptáním za specifických podmínek 
je možné dosáhnout nano- či mikro-vzorování daného povrchu (Delgado-Rivera et al. 2011; 
Kylian et al. 2013). 
2.5.2 Nanovlákna funkcionalizovaná plazmatem 
Buňky jsou velmi citlivé na vlastnosti svého okolí, včetně podkladu. Řada studií 
prokázala, že adherentní buňky často mění své chování podle topografie, fyzikálních 
vlastností a chemického složení materiálů, na kterých jsou kultivovány (Scharnagl et al. 
2010). Proto je buněčná afinita důležitým faktorem při vývoji biodegradabilních buněčných 
nosičů pro tkáňové inženýrství. Ošetření plazmatem umožňuje zavedení funkčních skupin 
(Taraballi et al. 2013), nebo imobilizaci krátkých peptidů, či proteinů ECM (lamininu, 
kolagenu, fibronektinu aj) na povrch materiálu, což zvyšuje jeho biokompatibilnost a 
funkčnost při kultivaci buněk (Riccardo et al. 2008; Yoo et al. 2009). 
Funkcionalizací povrchu plazmatem je možné měnit hydrofobitu/hydrofilitu 
(Kowalonek et al. 2010; Luna et al. 2011), nebo hrubost substrátu, což má pozitivní efekt na 
adhezi a proliferaci buněk (Cheruthazhekatt et al. 2010). Různé typy plynů byly testovány 
pro úpravu hydrofility/hydrofobity a tím i buněčné adheze na nosičích z nanovláken (Yoo et 
al. 2009). Příkladem je práce Jeong et al (2009), kteří ošetřili nosič připravený z  hedvábí, 
CH4 plazmatem po dobu 30-180 sekund, což vedlo ke snížení jeho hydrofility. Již při ošetření 
materiálu po dobu 30s se zvýšila jeho hydrofobita a došlo ke změně funkčních skupin na 
povrchu. Sledován byl vliv CH4 a O2 modifikace plazmatem na aktivitu lidských keratinocytů 
a fibroblastů. Naopak Perk et al (2007) využili pro zvýšení hydrofility PLA, PGA a PLGA O2 
plazmat, čímž zlepšili adhezi a viabilitu fibroblastů na těchto hydrofobních polymerech. 
Taktéž aplikace plazmatu ze směsi plynů CH4/O2 v různém poměru mělo za následek 




Další metodou funkcionalizace nanovláken je takzvaná plazmatická polymerace, tedy 
vkládání molekul na povrch materiálu. Používá se pro vytváření biokompatibilních 
polymerních filmů pro zlepšení vlastností biomateriálů, například pro krytí ran (Chen et al. 
2012), nanesení antikoagulační vrstvy pro zvýšení biokompatibility tělních náhrad a 
implantátů, nebo pro řízené uvolňování léčiv (Cheruthazhekatt et al. 2010; Yasuda and 
Gazicki 1982). 
Plazmaticky funkcionalizovaná nanovlákna mohou být i nástrojem buněčného 
sortování. Příkladem je využití PCL nanovláken v kombinaci s plazmatickou úpravou (CF4) 
pro oddělení rakovinných buněk od zdravých fibroblastů a keratinocytů, na základě nižší 
adheze rakovinných buněk k materiálu (Blackstone et al. 2012). 
Zájem o téma funkcionalizace nejen nanovláken různými druhy plazmatu dokládá i 
množství literatury zabývající se imobilizací bioaktivních látek, tvorbou funkčních skupin a 
funkcionalizací buněčných nosičů touto metodou. Diskutován je i vliv těchto modifikací na 
osídlení substrátu buňkami a jejich chování (Bacakova et al. 2011; Siow et al. 2006). 
Tenké filmy uhlíku mohou v medicíně sloužit  k funkcionalizaci biomateriálů k zlepšení 
jejich biokompatibility a také ke kontrole uvolňování bioaktivních látek z polymerů (Asakawa 
et al. 2011; Enomoto et al. 2010; Liu et al. 2014). Přestože depozice uhlíkových filmů na 
polymerní i jiné typy biomateriálů pomocí plazmatu je poměrně známou technikou, v oblasti 
povrchové úpravy nanovláken zatím nebyla v literatuře popsána. I tyto poznatky nás vedly 
k navržení modelu pro testování vlivu plazmatické modifikace studeným metanem, 
konkrétně metodou RF PACVD, na vlastnosti a biokompatibilitu PVA nanovláken. 




 Cíle práce 
1) Připravit biokompatibilní buněčné nosiče na bázi PVA metodou elektrostatického 
zvlákňování z hladiny. 
2) Modifikace povrchu nanovláken PVA studeným plazmatem (metodou RF PACVD) a 
stanovení fyzikálně-chemických vlastností modifikovaných PVA nosičů 
3) Testovat vliv plazmatické modifikace na adhezi, viabilitu a proliferaci myší linie 






4.1 Materiál a metody 
 Seznam chemikálií použitých v rámci diplomové práce 
Název Katalogové číslo Výrobce Země 
BCECF-AM B8806 Sigma Aldrich Německo 
Chloroform 1024452500 Merck Německo 
DiOC6(3) FP-46764A Interchim Francie 
DMEM D6429 Sigma Aldrich Německo 
Sodium deoxycholate 30970 Sigma Aldrich Německo 
EDTA E5134 Sigma Aldrich Německo 
Etanol 70390-11000 Penta ČR 
FBS SV30180.03 HyClone USA 
Formaldehyd 14150-11000 Penta ČR 
Glyoxal 128465 Sigma Aldrich Německo 
Hoechst 33342 128465 Sigma Aldrich Německo 
KCl 16210-31000 Penta ČR 
KH2PO4 12300-31000 Penta ČR 
Kyselina fosforečná 100250 Merck Německo 
L-glutamin 59202C Sigma Aldrich Německo 






Melanin M8631 Sigma Aldrich Německo 
Metanol 21210-11000 Penta ČR 
MTS CellTiter 96® AQueous 
One Solution Cell 
Proliferation Assay 
G3581 Promega USA 
Na2HPO4 15130-31000 Penta ČR 
NaCl 16610-31000 Penta ČR 
NaOH 16610-31000 Penta ČR 
Penicilin/Streptomycin 15760 -31000 Penta ČR 
Phalloidin.rhodamin R415 Invitrogen USA 
Propidium jodid MW 40 000 Wako Německo 
PicoGreen  Quant-iT™ 
dsDNA Assay Kit 81845 Sigma Aldrich Německo 
PVA 5-88 1413541000 Merck Německo 
PVA 40-88 1413531000 Merck Německo 
RPMI NCHZ Sloviol Slovensko 
SDS  R0883 Sigma Aldrich Německo 




Tris 08139 Sigma Aldrich Německo 
Triton TMX-100 Sloviol NCHZ Slovensko 
Trypsin-EDTA L3771 Sigma Aldrich Německo 
Tween-20® P2287 Sigma Aldrich Německo 
 
 Seznam přístrojů použitých v rámci diplomové práce 
Přístroj Výrobní název Výrobce Země 
Analytické váhy T5939 Kern Německo 
Centrifuga  NF800R Nüve Německo 
CO2 inkubátor MCO-17AI Sanyo Japonsko 
Fluorescenční reader Synergy HT BioTek USA 
Konfokální mikroskop LSM 5 DUO Zeiss Německo 
Laminární box MSC 12 Thermo Scientific USA 
Mini centrifuga  C1008-B Benchmark Německo 






Optický mikroskop Olympus IX51 Olympus Japonsko 
Plazmatická komora   Prevac Sp.z.o.o Polsko 
Pokovovací zařízení Q 150R ES Quorum 
Velká 
Británie 
Přístroj na měření povrchové 
energie 
See System  Advex instruments 
s.r.o. 
ČR 
Scepter cell counter Scepter 2.0 Milipore USA 
Skenovací elektronový mikroskop Vega3  Tescan ČR 
Spektrofotometr Infinite® M200 
PRO 
Tecan Švýcarsko 
Sterilizátor SteriVac MAC ČR 
XPS analyzátor  Specs Německo 
Zvlákňovací přístroj Nanospider™ Elmarco ČR 
 
4.2 Buněčné kultivace na nosi čích  
V experimentech in vitro byly použity dvě myší imortalizované linie buněk - 
keratinocyty XB2 a melanocyty Melan-a, které byly zakoupeny z buněčné banky Wellcome 
Trust Functional Genomics Cell Bank, při nemocnici svatého Jiří v Londýně. 
Melan-a – jedná se o buněčnou linii pigmentovaných melanocytů, získána 
z embryonálních epidermálních melanoblastů z kůže imbrední myší linie C57BL. Melan-a 




netumorogenní buněčnou linie, vhodnou pro buněčné studie in vitro a in vivo (Bennett et al. 
1987). TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetát) je tumorový promotor, bez jehož 
přítomnosti se buňky špatně dělí a mají dlaždicový tvar, na rozdíl od obvyklého 
hvězdicovitého. Intracelulární odpověď na přítomnost TPA v médiu je aktivace protein 
kinázy C, což vede k proliferaci melanocytů. TPA in vitro substituuje mitogenní faktory, které 
jsou přítomny in vivo (Bennett et al. 1987). 
Buňky byly kultivovány v kultivačních lahvích s plochou 75 cm2 v inkubátorech s 10% 
CO2 atmosférou, při 37°C a 80–90% relativní vlhkosti vzduchu. Bylo použito médium RPMI-
1640 s 10 % fetálního bovinního séra (FBS), 1 % směsi antibiotik (10 000 IU/ml penicilinu, 
10 000 µg/ml streptomycinu), 2 mM L-glutaminem a 200 nM TPA. Médium bylo měněno 2x 
týdně. Po dosažení 80-90% konfluence byly buňky omyty sterilním PBS (137 mM NaCl, 2,7 
mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) a pasážovány pomocí roztoku trypsin/EDTA do 
nových kultivačních lahví v poměru 1:5 – 1:20 dle potřeby. 
XB2 -  je imortalizovaná linie myších keratinocytů (Rheinwald and Green 1975). 
Buňky byly kultivovány v kultivačních lahvích s plochou 75 cm2 v inkubátorech s 10% CO2, 
při 37°C a 80 - 90% relativní vlhkosti vzduchu. Bylo použito médium DMEM (Dulbecovo 
modifikované Eaglovo médium) s přídavkem 10 % FBS a 1 % směsi antibiotik (10 000 IU/ml 
penicilinu, 10 000 µl/ml streptomycinu). Médium bylo měněno 2x týdně. Po dosažení 
80-90% konfluence byly buňky pasážovány do nových kultivačních lahví v poměru 1:5-1:10. 
4.3 Elektrostatické zvlák ňování 
PVA 5-88, PVA 40-88, 40% glyoxal a 85%  kyselina fosforečná. Všechny tyto 
chemikálie byly zakoupeny od firmy MERCK ve farmaceutické kvalitě. 
Roztok polymeru pro zvláknění byl připraven smícháním 5% (w/v) PVA 40-88, 5% (w/v) 5-
88 PVA. PVA bylo rozpuštěno v destilované vodě na finální koncentraci 10% (w/v). 
Před zvlákněním bylo do rozpuštěného PVA přidáno 40,000 ppm glyoxalu (tzn. 
4% hmotnosti čistého polymeru PVA), který slouží jako síťovací činidlo 
a 30,000 ppm kyseliny fosforečné, která katalyzuje síťovací reakce. Vzorky byly připraveny 
pomocí systému na zvlákňování z hladiny Nanospider™ (Obr. č. 10), vyvinuté na Technické 
univerzitě v Liberci. Zvlákňovací elektrodou byla struna, na kterou byl roztok polymeru 
soustavně nanášen pomocí pohyblivého zásobníku s průtokem 0.7. Napětí mezi elektrodou 
a kolektorem se pohybovalo v rozmezí 40–60 kV a vzdálenost elektrody od kolektoru 




vlákna zachytávána. Připravená vlákna PVA byla poté síťována v horkovzdušné troubě při 
teplotě 60°C, po dobu 48 hodin. 
    
Obrázek č. 10 : A) systém Nanospider ™ s probíhajícím zvlákňováním z hladiny, upraveno podle (Jirsak and Petrik 
2012). B) strunová elektroda systému Nanospider™ druhé generace, upraveno podle (Bezděková 2013). 
4.4 Plazmatická modifikace 
Nanovlákna byla modifikována, ve spolupráci s Katedrou materiálu na Technické 
Univerzitě v Liberci, v plazmatické komoře PREVAC založené na metodě RF PACVD (Radio 
Frequency Plasma Assisted Chemical Vapor Deposition). Jedná se o variantu CVD 
podporovanou plazmatem doutnavého výboje, která k modifikaci materiálu využívá 
chemických reakcí vznikajících ve vysokofrekvenčním elektrickém poli, reagující látky jsou 
do vakuové komory dodávány ve formě plynů. Při procesu je možné nastavit kromě druhu 
přiváděného plynu i záporné napětí [V], průtok plynu [sccm], tlak vakua [Pa] a čas [min]. 
Zařízení se skládá z reaktoru ve tvaru válce, který funguje jako anoda a krytu s katodou, 
která je i plochou pro umístění vzorku. Rozměry plazmatické komory jsou: 
průměr – 345 mm, výška – 360 mm, průměr katody je 150 mm. Dolní elektroda je spojena 
přes regulační soustavu s generátorem elektrické energie vytvářející napětí o frekvenci 
13,56 MHz s maximálním výkonem 1200 W. Řídicí a impedanční jednotka systému, 
umožňují přesné dodržování výše zmíněných parametrů v průběhu modifikace, což 
podstatně zlepšuje reprodukovatelnost celého procesu. 
Plazmatická modifikace elektrostaticky zvlákněných a zasíťovaných PVA nanovláken 
byla provedena z obou stran kruhové výseče vzorků o průměru 12 cm. Okraje výsečí byly 
zatíženy nerezovými závažími, protože rozdílná výška vzorku by ovlivnila míru plazmatické 
úpravy. U všech vzorků bylo aplikováno konstantní záporné napětí 300 V na elektrodě a tlak 





různé nastavení času působení aktivního plynu a průtoku plynu do komory (Tabulka č. 3). 
Plynem přiváděným do plazmatické komory byl metan. 
 Parametry použité při plazmatické modifikaci nanovláken při konstantním záporném napětí 300 V a tlaku 
30 Pa 
Vzorek Průtok plynu [sccm] 
Čas 
[min] 
PVA1 15 5 
PVA2 10 5 
PVA3 5 5 
PVA4 15 2,5 
PVA5 10 2,5 
PVA6 5 2,5 
4.5 Sterilizace nanovláken 
Razidlem byla z připraveného materiálu vytlučena kolečka o průměru 6 mm, 
následně uzavřena do Petriho misek s proděravělým víčkem a sterilizována etylen oxidem 
při teplotě 37°C na oddělení centrální sterilizace Ústřední Vojenské nemocnice v Praze. 
4.6 Analýza chemie povrchu a struktury nanovláken 
4.6.1 Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) 
Vzorky sedmi skupin PVA nosičů byly přichyceny na podkladový terčík a následně 
pokoveny vrstvou zlata na přístroji Quorum Q150RS po dobu 120 s při proudu 20 mA. 
Pokovené vzorky byly pozorovány na skenovacím elektronovém mikroskopu Vega3 SBU 
od firmy Tescan při žhavícím napětí 15 kV při vysoké hladině vakua.  
V programu ImageJ jsme na pořízených snímcích ze SEM měřili průměr vláken. 
Průměrná hodnota byla vypočítána z minimálně 100 měření jednotlivých vláken vždy z 2 
snímků. 
4.6.2 Rentgenová fotoelektronová spektroskopie (XPS ) 
Jde o povrchově selektivní nedestruktivní metodu, která podává kvantitativní 
informace o složení a rozložení atomů na povrchu vzorku. Fotony emitované zařízením  
předávají energii atomům na povrchu vzorku v hloubce několika mikrometrů, následně jsou 




rozdílu počáteční energie fotonu a detekované kinetická energie emitovaných fotonů je 
vypočtena vazebné energie fotoelektronu v atomu (Kudrnová et al. 2009). 
XPS měření byla provedena pomocí aparatury založené na komponentech firmy 
Specs. Použita byla Al anoda, která generuje rentgenové záření o energii 1486,6 eV. 
Emitované elektrony byly analyzovány pomocí hemisférického analyzátoru (Phoibos 100) v 
režimu FAT (fixed analyzer transmission). Přehledová spektra byla použita ke kvalitativní 
analýze, chemické složení vzorků a vzájemné prvkové vazby byly určeny ze spekter s 
vysokým rozlišením. K vyhodnocení byl použit program CasaXPS. Při měření nebyl použit 
monochromátor ani elektronové dělo pro kompenzaci nabíjení. Spektra byla kalibrována na 
vazebné energie 284.5 eV vazeb C-C/C-H. Měření proběhlo na spolupracujícím pracovišti, 
oddělení experimentální fyziky Univerzity J. E. Purkyně v Ústí nad Labem. 
4.6.3 Smáčivost povrchu nanovláken (kontaktní úhel) 
Důležitým parametrem materiálů pro buněčné kultivace je jejich smáčivost, kterou lze  
charakterizovat měřením kontaktního úhlu. Jedná se o úhel, který svírá tečna k povrchu 
kapky vedoucí z bodu, kde se kapka dotýká povrchu materiálu. V případě, že je hodnota 
kontaktního úhlu menší než 90˚, lze takový povrch materiálu označit jako hydrofilní. V 
opačném případě, když je kontaktní úhel větší, než 90˚ jedná se o hydrofobní povrch.  
Měření kontaktního úhlu bylo prováděno na přístroji See system (Advex-Instruments, 
s.r.o.). Přibližně 1 cm nad povrchem nanovlákenného vzorku byla aplikována 5 μl kapka 
destilované vody. Současně byl fotografován pád a dopad kapky na povrch nanovláken při 
snímkové frekvenci 10 snímků za sekundu. Pro měření kontaktního úhlu byl následně 
vybrán snímek, který zachycuje okamžik usazení dopadnuvší kapky na povrch materiálu. 
Každý vzorek byl tímto postupem změřen desetkrát, výsledek je vyjádřen jako aritmetický 
průměr hodnot. 
4.6.4 Měření zeta potenciálu povrchu ( ζ) 
Elektrostatický náboj blízko povrchu materiálu lze charakterizovat jako Zeta 
potenciál (ζ). Tato veličina popisuje míru interakce povrchu materiálu s nabitými 
částicemi  roztoku. Povrch polymeru nese náboj, který na rozhraní mezi kapalinou-povrch 
způsobuje utváření elektrické dvojvrstvy. Při analýze se měří potenciál mezi hraniční 
nepohyblivou vrstvou kapaliny obklopující částici a vzdáleným objemem kapaliny. 
Vzorky byly měřeny na přístroji Zetasizer Nano ZS (Malvern). Manuálně byla 




z hodnot 4 hladin měření (vzdáleností od povrchu vzorku) vynesen graf, určen Zeta 
potenciál (ζ). V každém hladině proběhlo automaticky 3x15 jednotlivých měření, program 
ZetaSizer automaticky do grafu vynesl odchylky jednotlivých měření a hladinu spolehlivosti 
měření (R2). Analýza probíhala při RT, ve skleněné kyvetě Malvern ZEN 1020, s roztokem 
Zeta Potential Transfer Standart. 
4.6.5 Absorpce protein ů (BSA) na nosi če 
Jako reprezentativní protein byl vybrán BSA, globulární protein, který je často 
součástí médií pro kultivaci buněk. Taktéž se používá v biochemických modelech a jako 
referenční protein v řadě studií absorpce proteinů nejen na polymerní materiály (Buzgo et 
al. 2015; Kasalkova et al. 2014; Xu and Siedlecki 2007). 
Ke vzorkům byla na 15 minut přidána dH20 pro docílení jejich hydratace. Následně 
byly nosiče 60 minut inkubovány v RT s roztokem proteinu (100 ug/ml BSA v dH20). U 
roztoků získaných po absorpci BSA nosiči byla změřena fluorescence při vlnové délce 
470/570 nm (excitace/emise) na přístroji Tescan. Jako referenční hodnota sloužil stejný 
postup na plastiku.  
4.7 Buněčné kultivace na nosi čích 
Sterilní vzorky byly přeneseny do 96 jamkových kultivačních destiček. V jamkách bylo 
malé množství PBS (10-20 µl) pro zvýšení přilnavost kolečka a usnadnění rozprostření 
nanovlákna na dně jamky. Buňky byly z kultivačních lahví pasážovány roztokem 
trypsin/EDTA, po oddělení od dna kultivační lahve byl trypsin blokován přidáním 
desetinásobku média s FBS. Buňky byly spočítány pomocí Bürkerovy komůrky, naředěny 
na požadovanou koncentraci a nasazeny do 96 jamkové destičky v malém objemu (20-
30ul). Nechaly se na adherovat 2 hodiny v CO2 inkubátoru. Poté jim bylo doplněno kultivační 
médium na finální objem 300 µl. Každé 3-4 dny byla vyměňováno kultivační médium (150 µl 
u XB2, 250 µl u Melan-a) po celou dobu dvoutýdenního pokusu. 
XB2 buňky byly nasazeny v počtu 4000 buněk na jamku (11765 buněk//cm2). Melan-a 
byly nasazeny v počtu 4400 buněk na jamku (38900 buněk/cm2). Pro barvení DiOC6(3)/PI 
na stanovení míry adheze buněk první den kultivace bylo nasazeno 8000 buněk/jamku 




4.7.1 Stanovení metabolické aktivity  buněk (MTS) 
Metabolická aktivita buněk byla stanovena pomocí MTS testu (CellTiter 96 Aqueous 
One Solution Cell Proliferation Assay MTS assay, Promega). V buňkách enzymy dýchacího 
řetězce metabolizují MTS na rozpustný formazan, jehož množství se následně stanovuje 
spektrofotometricky při vlnové délce 490 nm. 
V dané experimentální dny (1., 3., 7., 10. a 14. den po nasazení) byly vzorky sterilně 
přeloženy do čisté 96 jamkové destičky, abychom vyloučili vliv buněk uchycených na 
stěnách a dně jamky. Ke každému vzorku bylo přidáno 120 µl roztoku - obsahujícím 100 µl 
standardního kultivačního média a 20 µl MTS roztoku (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Celý postup byl prováděn za 
temna. Vzorky byly inkubovány s MTS roztokem 2 hodiny v inkubátoru při teplotě 37°C a 
10% obsahu CO2. Absorbance vzniklého formazanu byla měřena v nové destičce v objemu 
100 µl při vlnové délce 490 nm a 690 nm pro odečtení pozadí. Hodnoty absorbance vzorků 
byly vypočteny odečtením pozadí a odečtením hodnoty,,blanku,, tzn. absorbance plného 
media s roztokem MTS bez buněk. 
4.7.2 Kvantifikace DNA  
Obsah DNA byl stanoven pomocí citlivé fluorescenční barvy PicoGreen (QuantiT™ 
PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Invitrogen). Tato technika využívá mnohonásobného 
zesílení fluorescence barvy po vazbě na dsDNA, což umožňuje detekci i velmi malého 
množství dsDNA. PicoGreen se interkaluje do molekul dsDNA díky své struktuře, interakcí 
s malým žlábkem, elektrostatickým a Van der Waalsovým silám. Interakce s DNA stabilizuje 
molekuly barvy v excitovaném stavu a intenzita naměřené fluorescence je pak přímo 
úměrná množství dsDNA přítomné ve vzorku (Dragan et al. 2010). 
Vzorky použité pro MTS test, byly přeneseny do 0,2 ml lyzačního pufru RIPA (50 mM 
Tris, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% deoxycholát sodný, 1% Triton X-100) a uchovány při 
-70°C. Pro uvolnění DNA ze vzorků byly ve třech cyklech rozmrazovány při pokojové teplotě, 
promíchány na vortexu a opětovně zmraženy na -70°C. Mezi cykly byly vzorky promíchány 
na vortexu. Z každého vzorku bylo odebráno 10 µl, doplněno 200 µl pracovního roztoku 
PicoGreen. Vzorky byly nanášeny do černé 96 jamkové destičky (Corning 3603), aby bylo 
zabráněno prostupu fluorescence mezi sousedícími jamkami. Fluorescence jednotlivých 
vzorků byla měřena pomocí readeru Tecan při hodnotách excitace 485 nm, emise 523 nm. 




(součástí kitu, obsah DNA 0 – 10 ng/ µl) a na základě kalibrační křivky byl vypočítán obsah 
DNA v jednotlivých vzorcích. 
4.7.3 Obsah melaninu na nosi čích 
Celkový obsah melaninu na nosičích byl stanoven spektrofotometricky a to na 
vzorcích použitých pro kvantifikaci dsDNA a MTS test. Tyto vzorky byly přeloženy do nových 
mikrozkumavek, ve kterých byl melanin z každého vzorku solubilizován inkubací se 150 µl 
1M NaOH, při 60°C po dobu 6 hodin. Pro lepší uvolnění melaninu z nosičů byly vzorky po 
inkubaci míchány na vortexu. Kalibrační křivka byla vytvořena naředěním syntetického 
melaninu (0-100 µg/ml, Sigma Aldrich) v 1M NaOH. Poté byla změřena absorbance při 405 
nm v objemu 100 µl roztoku z každého vzorku na spektrofotometru Tecan. 
4.8 Fluorescen ční konfokální mikroskopie 
4.8.1 Adheze bun ěk na nosi če 
Snímky pro analýzu adheze buněk na nosiče byly pořízeny 1. den kultivace Pro 
vizualizaci mitochondrií a vnitřních membrán byl použit DiOC6(3) (3,3′-
dihexyloxacarbocyanine iodide, Invitrogen) a PI pro obarvení buněčných jader.  
Vzorky byly fixovány vymraženým metanolem (-20°C), dvakrát omyty PBS, 
inkubovány s  DiOC6(3) v PBS (1 μg/ml, 45 minut, ve tmě, při RT) a následně v roztoku PI 
v PBS (5μg/ml,10 minut, RT, ve tmě). Vzorky byly mezi jednotlivými kroky omývány v PBS, 
po dokončení barvení byly dvakrát omyty v PBS. Buněčné preparáty byly snímány na 
konfokálním mikroskopu Zeiss LSM 5 DUO při vlnových délkách: λexc = 488 a 560 nm a 
λem = 505−550 nm a 575−650 nm pro DiOC6(3) respektive PI. Plochy buněk na nosičích 
byly analyzovány pomocí programu ImageJ ze snímků stejné velikosti. Z měření byl 
stanoven medián plochy jedné buňky na nosič a vynesen do grafu. 
4.8.2 Vizualizace cytoskeletu  
Vzorky byly 7. den opláchnuty od média pomocí PBS, fixovány roztokem 
formaldehydu (3,7% (v/v), 20 minut, RT) a poté inkubovány 2 minuty s 0,5% (v/v) roztokem 
Triton X-100 pro odstranění buněčných membrán. Promyty 3x PBS. Aktinový cytoskelet 
buněk byl vizualizován pomocí Phalloidinu s konjugovaným rhodaminem (1:100 v 0,5% 
BSA, 60 minut, RT, ve tmě). Promyty 3x PBS. Jádra buněk byla následně barvena pomocí 




V posledním kroku byly vzorky třikrát propláchnuty PBS a následně pozorovány na 
konfokálním mikroskopu. Všechny výše zmíněné roztoky byly předem naředěny v PBS. 
4.9 Statistická analýza 
Výsledky analýz byly evaluovány statisticky pomocí programu Graph PadPrism. 
Kolmogorovův Smirnovův test byl použit k testování normality dat. Data s normálním 
rozložením byla testována pomocí One way ANOVA testu a Turkeyho test byl použit pro 
post analýzu. Na data, která neměla normální rozložení ani po transformaci pomocí 
logaritmu, byl použit Kruskal-Wallisův test a pro post analýzu Dunnové metoda. 
Data s normálním rozložením jsou prezentována jako průměrná hodnota a směrodatné 
odchylky, data bez normálního rozložení pomocí mediánu v krabicovém grafu s fousky. 






Cílem práce bylo navržení nanovláken, které by mohly sloužit jako buněčné nosiče 
v terapii vitiliga. Ve spolupráci s Laboratoří biomedicíny UCEEB (Univerzitní centrum 
energeticky efektivních budov) byla elektrostatickým zvlákňováním připravena nanovlákna 
z PVA. 
Materiály připravené z PVA jsou vhodné pro biologické aplikace, ale jejich nevýhodou 
je až příliš vysoká hydrofilnost. Pro mírné zvýšení hydrofobnosti jsme využili modifikaci 
studeným CH4 plazmatem, kterou jsme provedli na spolupracujícím pracovišti Katedry 
materiálů na Technické univerzitě v Liberci. Předpokládali jsme, že hydroxylové skupiny 
PVA budou nahrazeny hydrofobními uhlovodíkovými zbytky, čímž dojde k snížení 
povrchové energie nosičů, a tím k zlepšení adheze a viability buněk na PVA nanovláknech. 
Sledovali jsme vliv CH4 plazmatické modifikace na morfologie PVA nanovláken 
vyrobených metodou elektrostatického zvlákňování, změny v chemii povrchu, smáčivosti a 
povrchového Zeta potenciálu vzorků. V rámci buněčných testů jsme zjišťovali, zda a jaký 
vliv má na buňky modifikace nosičů studeným metanovým plazmatem v porovnání 
s nemodifikovanou kontrolou. Pro in vitro testování jsme použili myší linie keratinocytů (XB2) 
a melanocytů (Melan-a). 
5.1 Plazmatická modifikace 
Plazmatickou úpravu PVA nanovláken jsme realizovali na spolupracujícím pracovišti 
Katedry materiálů na Technické univerzitě v Liberci za pomoci odborného pracovníka Ing. 
Lukáše Voleského.  
Z výsledků je zřejmé že plazmatická modifikace studeným CH4 plazmatem má vliv 
na zbarvení vzorků (Obr. č. 11). Čím déle byly vzorky vystaveny působení plazmatu, tím 
více jsou hnědé. Změna barvy je způsobena depozicí metanu, respektive -CH3 skupin, na 
PVA nanovlákna. Vzorky PVA1,4 a 2,5 a 3,6 se z hlediska barvy významně neliší, míra 
průtoku plynu do plazmatické komory má zřejmě větší vliv na depozici uhlíku, než 
zdvojnásobení času modifikace. To dokazují i výsledky obsahu uhlíku a kyslíku zjištěné XPS 
analýzou (viz oddíl Rentgenová fotoelektronová spektroskopie). Nejvýznamnějším činitelem 
depozice uhlíku na materiál je však tlak v komoře, který ovlivňuje množství a formu krystalů 




které určuje míru zabudování uhlíku do struktury materiálu, jinými slovy, čím je napětí vyšší, 
tím více do hloubky se materiál modifikuje. 






PVA1 15 5 
PVA2 10 5 
PVA3 5 5 
PVA4 15 2,5 
PVA5 10 2,5 
PVA6 5 2,5 
Obrázek č. 11 : Makroskopické srovnání barvy PVA nosičů bez úpravy a po modifikaci metanovým plazmatem, při 
konstantním záporném napětí 300 V a tlaku 30 Pa v plazmatické komoře. Modifikované vzorky (PVA1-6), nemodifikovaný 
vzorek (PVAN). 
5.2 Analýza chemie povrchu a struktury nanovláken 
5.2.1 SEM analýza vláken 
V programu ImageJ byl analyzován průměr vláken ze SEM snímků. Průměrná 
hodnota byla vypočítána z minimálně 100 měření jednotlivých vláken na 2 snímcích od 
každého vzorku, z naměřených hodnot byl vypočítán aritmetický průměr a směrodatná 
odchylka (Tabulka č 4, Obr. č. 12). 
Jak je vidět na snímcích ze SEM vlákna vzorků nejsou zcela homogenní (Obr. č 12). 
V nosiči se objevují jak široká, tak velmi tenká vlákna, o čemž vypovídá i velká směrodatná 
odchylka v měření. Největší průměr vláken byl naměřen u nemodifikovaného vzorku a to 
481,39 nm, nejtenčí vlákna s šířkou 255,89 nm byla zaznamenána u nejvíce 
modifikovaného vzorku PVA1. Přesto, že vzorky byly po sterilizaci uchovávány v exikátoru 
a vzdušné vlhkosti vystavovány jen minimálně, nemodifikované PVA bylo nabobtnalé, tudíž 
průměr vláken byl širší a díky tomu se zmenšili i póry mezi vlákny (Tabulka č. 4). 
Při detailním prozkoumání snímků povrchu modifikovaných nosičů byly viditelné změny 
v hladkosti povrchu a výskyt výstupků na některých vláknech. Důležitým poznatkem analýzy 
byla skutečnost, že u všech vzorků zůstala zachována vlákenná struktura i po modifikaci 





   
   
Obrázek č. 12 : Snímky pořízené SEM pro srovnání morfologie vláken PVA nosičů bez úpravy (PVAN) a po modifikaci 
studeným metanovým plazmatem (PVA1-6), měřítko 10 μm, zvětšení viz dolní hrana snímků 8400-8490x.  
Z tabulky č. 4 a grafu (Obr. č. 13) vyplývá, že modifikace PVA nanovláken CH4 
plazmatem snižuje absorpci vzdušné vlhkosti vlákny a tím brání ve změnách jejich 
morfologie, respektive průměru. Signifikantně menší průměr vláken v porovnání 
s nemodifikovanou kontrolou PVAN byl sledován u všech modifikovaných vzorků, kromě 
nejméně modifikovaného PVA6. Nejmenší průměr vykazovali vlákna na nejvíce 










 Souhrnná tabulka analýzy chemie povrchu a změny průměru PVA nanovláken po modifikaci studeným 









úhel (°)  SD ± (°) ζ (mV) 
Průměr vláken [nm] 
Průměr Medián SD ± 
PVA 1 15 5 129,4 6 -17,1 257 238 98 
PVA 2 10 5 95,4 4 -22,6 353 368 125 
PVA 3 5 5 88,1 2 -27,5 368 363 160 
PVA 4 15 2,5 123,1 3 -30,7 300 292 106 
PVA 5 10 2,5 122,4 5 -36 363 330 185 
PVA 6 5 2,5 75,1 3 -40,2 437 432 144 
PVA N 0 0 49,5 4 -55,4 482 516 179 
 
Obrázek č. 13 : Průměr vláken (nm) upravených studeným CH4 plazmatem. U všech vzorků bylo použito napětí 300 V a 
tlak 30 Pa, PVA1-působení 5 minut/průtok plynu 15 sccm; PVA2-5 min/10 sccm; PVA3-5 min/5 sccm; PVA3-2,5 
min/15 sccm; PVA4-2,5 min/10 sccm; PVA6-2,5 min/5 sccm; PVAN-bez modifikace. Hodnota P znázorněna (***<0,001, 
**<0,01, *<0,05). 
5.2.2 Smáčivost povrchu nanovláken (kontaktní úhel) 
Kontaktní úhel byl změřen kapkovou metodou u 6 vzorků plazmaticky 
modifikovaného PVA (vzorek PVA1-6) lišící se intenzitou plazmování a také u jednoho 
vzorku nemodifikovaného PVA (vzorek PVAN). Každý vzorek byl změřen desetkrát a 





Na základě naměřených hodnot kontaktního úhlu byl podle očekávání nejvíce 
hydrofilní vzorek bez modifikace PVAN (49,5˚). Vzorek PVA3 (88,1˚) a vzorek PVA6 (75,1°) 
jsou velmi slabě hydrofilní. Vzorek PVA2 (95,4˚) je slabě hydrofobní. Následně hydrofobnost 
povrchu stoupá u vzorku PVA5 (122,4˚), PVA4 (123,4˚) a PVA1 (129,4°), které se jeví jako 
nejvíce hydrofobní. Z výsledků měření kontaktního úhlu studovaných nosičů vyplývá, že 
modifikace povrchu CH4 plazmatem vede ke snížení hydrofilnosti PVA nanovláken nebo 
k vytvoření hydrofobního povrchu. Změnu povrchové kontaktního úhlu po úpravě jejich 
povrchu CH4 plazmatem popisuje graf (Obr. č. 14A). 
Množství deponovaných částic bylo ovlivněno jak průtokem plynu, tak dobou aplikace 
CH4 plazmatu. Již při ošetření povrchu nanovláken po dobu 2,5 min a nejnižším průtoku 
plynu do komory bylo dosaženo zvýšení kontaktního úhlu téměř o polovinu původní hodnoty, 
tedy o 25°. Se zvyšujícím se průtokem plynu CH4 plazmatu roste i hodnota kontaktního úhlu. 
Z výsledků porovnání vzorků PVA1,4 a PVA3, 6 soudíme, že větší vliv na změnu této 
fyzikální hodnoty má průtok plynu než dvojnásobný čas aplikace. Statisticky významný 
rozdíl v hodnotách kontaktního úhlu byl sledován při vzájemném porovnání vzorků, vynesen 
v grafu níže (Obr. č. 14A) 
 
Obrázek č. 14 : A) Kontaktní úhel vzorků, hodnota P znázorněna (***<0,001, **<0,01). B) Zeta potenciál vzorků PVA 
nanovláken upravených CH4 plazmatem (PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální modifikace) a bez modifikace 
(PVAN). 
5.2.3 Měření Zeta potenciálu ( ζ) 
Zeta potenciál všech vzorků byl stanoven na základě měření přístrojem ZetaSizer 
ZS, hodnoty aritmetických průměrů byly vyneseny do grafu (Obr. č.14B). Nejnižší hodnota 

























(Obr. č.14B) je jasně viditelný trend, rostoucí hodnoty ζ PVA nosiče v závislosti na míře 
plazmatické modifikace. PVA1 jakožto nejvíce modifikovaný vzorek má hodnotu -17,1 mV a 
s klesajícím průtokem plynu do komory PVA2 (10sccm) a PVA3 (5sccm) se snižuje i 
hodnota ζ. Stejně tak je tomu u vzorků PVA4-6. Z grafu je také patrné, že i mírná modifikace, 
kterou představuje vystavení nanovláken metanovému plazmatu po dobu 2,5 min při 
nejnižším možném průtoku plynu do komory (5sccm), způsobí výraznou změnu Zeta 
potenciálu povrchu. Na grafu (Obr. č. 15) je viditelné, jak se vyvíjí hodnoty během měření 
Zeta potenciálu povrchu nosiče PVA5 v závislosti na vzdálenosti hladiny měření od vzorku. 
Výsledkem použité plazmatické modifikace CH4 plazmatem je snížení povrchové 
energie a zvýšení Zeta potenciálu povrchu PVA nosičů, které se po modifikaci metanovým 
plazmatem stávají hydrofobnějšími (Obr. č. 14 a Tabulka č. 4). 
Obrázek č. 15 : Ukázka výsledného grafu měření Zeta potenciálu povrchu vzorku PVA5, měřeno přístrojem ZetaSizer 
ZS. Zeta potenciál versus posun, Osa x představuje zeta potenciál [mV], osa y vzdálenost od vzorku [µm]. 
5.2.4 Rentgenová fotoelektronová spektroskopie (XPS ) 
XPS analýza byla provedena na oddělení experimentální fyziky Univerzity J. E Purkyně 
v Ústí nad Labem, doc. Ing. Martinem Kormundou, Ph.D. Z výsledků vyplývá, že modifikace 
studeným CH4 plazmatem zásadně mění chemii povrchu nanovláken. Jak je vidět v tabulce 
č. 5 modifikace nanovláken CH4 plazmatem má za následek poklesl obsahu kyslíku na 
povrchu PVA nanovláken. S rostoucím průtokem CH4 do plazmatické komory se snižuje 




Neupravená vlákna PVAN vykazovala přítomnost C 1s a O 1s spekter dle očekávání, 
ale také kontaminace v  podobě malého množství fosforu (P 2p 2,88) a rezidua draslíku (K 
2p 0,97). Zatímco modifikované nosiče PVA-2,3,4,5,6, v malém množství dusík (N 1s). 
Modifikované vzorky PVA obsahovali v závislosti na průtoku plynu a aplikaci plazmatu větší 
množství uhlíku a nižší procenta kyslíku v porovnání s nemodifikovaným vzorkem PVAN 
(Obr. č 16., Tabulka č. 5). U PVAN je poměr kyslíku a uhlíku zhruba 2:1, což odpovídá jeho 
chemickému složení. Mírně zvýšený obsah kyslíku je způsoben přítomností skupiny COOR 
na koncích polymerního řetězce. Spektra C 1s a O 1s PVAN vykazují očekávané chování, 
přičemž C 1s se skládá z vazby C-C (284.5 eV) a C-O (286 eV) v poměru 7/10. Pík O 1s je 
složen z vazby O-C (532 eV) s možným výskytem slabé druhé vazby při vyšších vazebných 
energiích. Spektrum C 1s a O 1s vzorku PVAN v porovnání s nejvíce modifikovaným 
vzorkem PVA1 detailně popisuje Obr. č. 17. 
 Tabulka atomární koncentrace prvků, stanovené XPS měřením. XPS analýza povrchu. C 1s procentuální 
obsah uhlíku, 0 1s kyslíku, P 2p fosforu, N 1s dusíku na povrchu vzorků. U všech vzorků bylo použito  napětí 300 mV a 
tlak 30 Pa, PVAN-bez modifikace. 
Vzorek/Prvek  Průtok plynu [sccm]  Čas [min]  C 1s O 1s P 2p N 1s 
PVAN 0 0 62,46 33,69 2,88 - 
PVA1 15 5 88,49 11,51 - - 
PVA2 10 5 85,50 11,86 0,65 1,99 
PVA3 5 5 76,8 18 2,44 2,75 
PVA4 15 2,5 86,47 11,89 0,77 0,87 
PVA5 10 2,5 85,03 13,24 0,72 1,01 
PVA6 5 2,5 71,54 24,47 2,76 1,23 
 
Obrázek č. 16 : XPS analýza vyjadřující změnu v procentuálním zastoupení funkčních skupin na povrchu PVA 
nanovláken v závislosti na průtoku metanu do plazmatické komory, při jejich modifikaci studeným metanovým plazmatem. 




    
       
Obrázek č. 17 : Ukázka změny XPS spekter C 1s a O 1s nemodifikovaného vzorku PVAN a nejvíce plazmaticky 
modifikovaného PVA1. 
5.2.5 Absorpce BSA na nanovlákenné nosi če 
Pro stanovení míry absorpce BSA na vzorky nanovláken byla změřena fluorescence 
roztoku s proteinem po inkubaci s PVA vzorky. Jako referenční hodnota sloužil stejný postup 
na plastiku. Z grafu není jasně viditelný žádný trend ve zvýšené vazbě BSA na vzorky 
s určitou modifikací CH4 plazmatem (Obr. č. 18). Ze statistické analýzy vyplývá, že není 





Obrázek č. 18 : Míra absorpce referenčního proteinu (BSA) na PVA nosiče, vyjádřená hodnotou fluorescence, která 
odpovídá množství BSA ve 20 µl roztoku po absorpci BSA na nosiče. PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální 
modifikace a bez modifikace (PVAN), jako negativní kontrola byl použit plastik. 
5.3 Buněčné testy  
5.3.1 Metabolická aktivita bun ěk (MTS) 
Metabolická aktivita buněk na modifikovaných a nemodifikovaných nosičích byla 
vyhodnocena MTS testem 1., 3., 7., 10. a 14. den pokusu. Do média bylo přidáno MTS 
činidlo a s tímto roztokem byly v daných testovacích dnech buňky inkubovány. Melanocyty 
byly inkubovány v 10% CO2 při 37°C 3 hodiny, keratinocyty ve stejných podmínkách 2 
hodiny. Po inkubaci byla měřena absorbance média při 490 nm na spektrofotometru Tecan. 
Data jsou prezentována jako průměrná hodnota se směrodatnou odchylkou. Statistické 
rozdíly mezi vzorky ukazuje z důvodu přehlednosti dat kontingenční tabulka č. 6. Plastik při 
testování sloužil jako pozitivní kontrola. 
Modifikace CH4 plazmatem pozitivně ovlivňuje metabolickou aktivitu melanocytů (Obr. č. 
19). Výsledky potvrdily, že největší metabolickou aktivitu vykazovaly buňky na 
modifikovaných vzorcích PVA3 a PVA6 vůči ostatním vzorkům 3., 7., a 10. den kultivace, 
PVA6 i 14. den. U vzorků PVA3, 4, 5 a 6 byl zaznamenán pokles metabolické aktivity 
melanocytů 14. den pokusu. V případě hydrofobnějších vzorků PVA1 a PVA2 byl sledován 
nárůst metabolické aktivity od 1. do 14 dne experimentu, ale s nižší hodnotou absorbance. 





Obrázek č. 19 : Metabolická aktivita melanocytů (Melan-a) stanovena MTS testem Buňky byly nasazeny na PVA 
nanovlákna s různou mírou modifikace studeným metanovým plazmatem a plastik (pozitivní kontrola) v hustotě 4400 
buněk/nosič . PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální modifikace a PVAN-bez modifikace, D-den. 
 Statistické vyjádření výsledků porovnávající hodnoty MTS testu metabolické aktivity melanocytů na PVA 
nanovláknech modifikovaných CH4 plazmatem. U všech vzorků bylo použito  napětí 300 V a tlak 30 Pa. PVA1-působení 
5 min/průtok plynu 15 sccm; PVA2-5 min, 10 sccm; PVA3-5 minut/5 sccm; PVA3-2,5 min/15 sccm; PVA4-2,5 min/10 sccm; 































Vzorek PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6 PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6
PVA1> *** ** PVA1> *** ***
PVA2> ** * PVA2> *** ***
PVA3> *** *** * PVA3> *** * * *** ***
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> *
PVA6> *** *** ** PVA6> *** *** *** *** ***
PVA1> * PVA1> ***
PVA2> * * PVA2> ***
PVA3> *** * *** *** *** PVA3> *** *** *** ***
PVA4> PVA4>
PVA5> * PVA5> *** * **
PVA6> *** *** *** *** *** PVA6> *** *** *** ** *** ***
PVA1> *** **
PVA2> *** **
PVA3> *** *** **
PVA4> **
PVA5> ***







Obrázek č. 20 : Metabolická aktivita keratinocytů (XB2) stanovena MTS testem. Buňky byly nasazeny na nanovlákenné 
PVA nosiče s různou mírou modifikace studeným CH4 plazmatem a plastik (pozitivní kontrola) v hustotě 
4000 buněk/nosič). PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální modifikace a PVAN-nemodifikované, D- den 
experimentu. 
První a třetí den kultivace byly v porovnání s neupravenou kontrolou PVAN pozorovány 
signifikantně vyšší hodnoty metabolické aktivity keratinocytů ve všech modifikovaných 
vzorcích, kromě PVA4. Stejně tak tomu bylo v případě měření 10. den. Největší nárůst 
metabolické aktivity buněk byl zaznamenán 7. den kultivace, zejména u vzorků PVA3 a 
PVA6 v porovnáním s hodnotami z 3. dne experimentu. Sedmý den je statisticky významný 
rozdíl u vzorků PVA1,2,3 a 6 v porovnání s PVAN, PVA4 a PVA5. Poslední den experimentu 
byla metabolická aktivita keratinocytů na všech modifikovaných vzorcích signifikantně vyšší, 
než na PVAN a u PVA6 byly vyšší než u ostatních vzorků kromě PVA3. Pozorovali jsme i 
signifikantní rozdíly absorbance při porovnání všech vzorků mezi sebou, tyto poznatky 
včetně hladiny signifikance shrnuje kontingenční tabulka č. 7. Plastik sloužil při experimentu 
jako pozitivní kontrola a v porovnání se všemi vzorky PVA na něm byla metabolická aktivita 
melanocytů i keratinocytů signifikantně vyšší (P<0,001). 
 
 
Vzorek PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6 Vzorek PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6
PVA1> * PVA1> *
PVA2> * PVA2> ** *
PVA3> *** * *** * PVA3> *** **
PVA4> PVA4>
PVA5> * PVA5> *


































 Statistické vyjádření výsledků porovnávající hodnoty MTS testu metabolické aktivity keratinocytů na PVA 
nanovláknech modifikovaných různou intenzitou CH4 plazmatem. PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální 
modifikace a PVAN-bez modifikace. Hodnota P znázorněna (***<0,001, **<0,01, *<0,05). 
5.3.2 Kvantifikace DNA 
Obsah dsDNA na vzorcích použitých pro MTS test byl změřen pomocí metody 
PicoGreen® (Invitrogen) všechny experimentální dny. 
 
Obrázek č. 21 : Obsah dsDNA melanocytů (Melan-a), stanoveno pomocí PicoGreen® testu 1.,3.,7.,10. a 14. den pokusu 
vyjadřující míru proliferace Melan-a na nosičích. Buňky byly nasazeny na nanovlákenné PVA nosiče s různou mírou 
modifikace studeným metanovým plazmatem v hustotě 4400 buněk/nosič. PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální 
modifikace, PVAN-bez modifikace, D-den experimentu. 
Buňky na nemodifikovaném PVA vykazovaly do 3. dne kultivace proliferační aktivitu, 
která v dalších dnech výrazně klesla. Stejně tak tomu bylo u vzorků PVA1, 2, 4, a 5. Nejvyšší 






























PVA1> *** *** ** PVA1> *** **
PVA2> *** *** ** PVA2> *** ***
PVA3> *** ** ** *** *** PVA3> *** ***
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> *** ***
PVA6> *** *** *** *** PVA6> *** ** *** **
PVA1> ***
PVA2> ***
PVA3> *** * *
PVA4> *
PVA5> ***






byl u těchto vzorků zaznamenán pokles proliferace a 14. den kultivace se tato hodnota ještě 
snížila. I přes tento pokles měly vzorky PVA3 a PVA6 nejlepší hodnoty proliferace 
melanocytů od 7. do 14. dne experimentu. U všech vzorků, kde byl zaznamenán úbytek 
dsDNA v polovině experimentu, melanocyty vykazovali v dalších dnech opět rostoucí 
proliferační aktivitu (Obr. č 21). 
 Statistické vyjádření výsledků porovnávající hodnoty obsahu dsDNA melanocytů kultivovaných na PVA 
nanovláknech modifikovaných CH4 plazmatem. Kvantifikace dsDNA stanovena pomocí PicoGreen® testu. U všech vzorků 
bylo použito  napětí 300 V a tlak 30 Pa. PVA1-působení 5 min/průtok plynu 15 sccm; PVA2-5 min/10 sccm; PVA3-5 minut/5 
sccm; PVA4-2,5 min/15 sccm; PVA5-2,5 min/10 sccm; PVA6-2,5 min/5 sccm; PVAN-bez modifikace. Hodnota P 
znázorněna (***<0,001, **<0,01, *<0,05).  
 
Na nemodifikovaném vzorku (PVAN) byly naměřeny nejnižší hodnoty proliferační aktivity 
keratinocytů v průběhu celého experimentu. Srovnatelné hodnoty byly sledovány u vzorku 
PVA4 kromě 14. experimentálního dne, kdy byl zaznamenán nárůst obsahu dsDNA. Na 
modifikovaných PVA nanovláknech buňky vykazovaly rostoucí proliferační aktivitu 
v průběhu celého experimentu. PVA3 a PVA6 vykazovali 7. a 10. den kultivace vyšší obsah 
dsDNA než PVAN,1,2,4,5. V porovnání PVA6 se všemi ostatními vzorky byla míra 
proliferace buněk vyšší i 14. den kultivace. V průběhu pokusu byly zaznamenány i 
signifikantní rozdíly v obsahu dsDNA u jednotlivých skupin nosičů (Tabulka č. 9). 
PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6 PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6
PVA1> ** PVA1>
PVA2> PVA2> *
PVA3> * PVA3> *
PVA4> PVA4>
PVA5> ** PVA5> **
PVA6> PVA6>
PVA1> *** ** PVA1> ** **
PVA2> * PVA2> ** *
PVA3> *** *** *** *** *** PVA3> *** * ** *** *
PVA4> PVA4>
PVA5> * PVA5> *** **
PVA6> *** *** *** *** *** PVA6> *** ***
PVA1> *** ***
PVA2> *** *** *
PVA3> *** *** ***
PVA4>
PVA5> *** ***








Obrázek č. 22 : Kvantifikace dsDNA keratinocytů (XB2), stanoveno pomocí PicoGreen® testu 1.,3.,7.,10. a 14. den 
pokusu vyjadřující míru proliferace XB2 na nosičích. Buňky byly nasazeny na nanovlákenné PVA nosiče s různou mírou 
modifikace studeným metanovým plazmatem v hustotě 4000 buněk/nosič, N-nemodifikované PVA. 
 Statistické vyjádření výsledků porovnávající hodnoty obsahu dsDNA keratinocytů kultivovaných na PVA 
nanovláknech modifikovaných CH4 plazmatem. Kvantifikace DNA stanovena pomocí PicoGreen® testu. U všech vzorků 
bylo použito  napětí 300 V a tlak 30 Pa. PVA1-působení 5 min/průtok plynu 15 sccm; PVA2-5 min/10 sccm; PVA3-5 min/5 
sccm; PVA4-2,5 min/15 sccm; PVA5-2,5 min/10 sccm; PVA6-2,5 min/5 sccm; PVAN-bez modifikace. Hodnota P 





























PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6 PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6
PVA1> ** ** PVA1>
PVA2> PVA2> *
PVA3> * PVA3> * *
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> *
PVA6> * PVA6> * * *
PVA1> ** ** PVA1> ** **
PVA2> ** *** PVA2> *** ***
PVA3> *** *** ** PVA3> *** *** *
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> * **













5.3.3 Obsah melaninu na PVA nosi čích 
Obsah melaninu na nosičích byl stanoven na vzorcích použitých pro MTS a PicoGreen. 
Melanin byl solubilizován inkubací v 0,3M NaOH při 60°C po dobu 6 hodin. Množství 
melaninu bylo vypočítáno na základě naměřené absorbance při 405 nm na spektrofotometru 
Tecan. Získané hodnoty absorbance byly přepočteny a data vyjádřena jako procenta 
obsahu melaninu v daný experimentální den na PVAN (PVAN=100%) (Tabulka č. 10). 
Trend syntézy melaninu na nosičích modifikovaných CH4 plazmatem v porovnání 
s nemodifikovanou PVA kontrolou je znázorněn v grafu (Obr. č. 23).  
 
Obrázek č. 23 : Obsah melaninu na CH4 plazmatem modifikovaných PVA nosičích, stanoveno spektrofotometricky při 
405 nm, po solubilizaci 1M NaOH. PVA1-maximální modifikace, PVA6-minimální modifikace, PVAN – bez modifikace. 
 Obsah melaninu na modifikovaných nosičích vyjádřen jako procenta obsahu melaninu v daný 
experimentální  den vůči nemodifikované PVA kontrole (PVAN). PVA1-působení modifikace 5 min/průtok plynu 15 sccm; 
PVA2-5 min/10 sccm; PVA3-5 min/5 sccm; PVA4-2,5 min/15 sccm; PVA5-2,5 min/10 sccm; PVA6-2,5 min/5 sccm při 
konstantním tlaku 30 Pa a záporném napětí 300 V. 
Vzorek  PVA 1 PVA 2 PVA 3 PVA 4 PVA 5 PVA 6 
1.den 182,4 188,0 214,9 135,1 149,3 172,1 
3.den 222,1 231,6 249,6 127,9 185,0 234,2 
7.den 541,1 455,4 617,0 203,7 332,6 595,2 
10.den 512,3 397,0 728,1 259,9 494,1 760,6 































Obsah melaninu 1. den pokusu byl na PVAN signifikantně menší v porovnání s 
modifikovanými vzorky PVA1,2,3 a 6 (P<0,001). Množství melaninu na PVA4 začalo 
narůstat až od 7. dne kultivace. PVA3 ukázalo vyšší tvorbu melaninu než PVAN a PVA4 
celou dobu kultivace a v porovnání s PVA5 1., 3., 7. a 14. den. Podobně na vzorku PVA6 
bylo od 7. dne naměřeno druhé největší množství melaninu ze všech vzorků. Nejméně 
melaninu buňky syntetizovaly na PVAN a PVA4 (Obr. č 23, Tabulka č. 11). 
 Statistická analýza obsahu melaninu na modifikovaných nosičích CH4 plazmatem PVA1-6 a 
nemodifikované kontrole PVAN. Hodnota P znázorněna (***<0,001, **<0,01, *<0,05). 
  
Vzorek PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6 PVAN PVA1 PVA2 PVA3 PVA4 PVA5 PVA6
PVA1> *** PVA1> *** ***
PVA2> *** * PVA2> *** ***
PVA3> *** *** ** PVA3> *** *** *
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> **
PVA6> *** PVA6> *** ***
PVA1> *** ** PVA1> **
PVA2> *** * PVA2> *
PVA3> *** *** * PVA3> *** * ***
PVA4> PVA4>
PVA5> PVA5> **
PVA6> *** *** * PVA6> *** ** *** *
PVA1> **
PVA2> *** *** **
PVA3> *** * *** **
PVA4>
PVA5> *







5.4 Fluorescen ční konfokální mikroskopie 
5.4.1 Adheze bun ěk na PVA nanovlákna 
Adheze melanocytů a keratinocytů byla sledována první den pokusu pomocí 
fluorescenčního barvení DiOC6(3)/Propidium jodid pomocí konfokálního elektronového 
mikroskopu. Statisticky významný rozdíl v ploše buněk byl zaznamenán u vzorku PVA3 
v porovnání s PVAN, 1, 4 a 5. Adheze keratinocytů na vzorku PVA2, 5 a 6 byla signifikantně 
lepší než na vzorky PVA1 a PVA4. Nejmenší plocha keratinocytů pak byla naměřena u 
vzorku PVA4. Rozdíly v rámci jednotlivých vzorků včetně hladiny významnosti jsou 
znázorněny v grafu (Obr. č 25A).  
      
      
Obrázek č. 24 : Adheze keratinocytů (XB2) na nanovlákenných PVA nosičích modifikovaných metanovým plazmatem 1. 
den po nasazení. Cytoplasma buněk barvena pomocí DiOC6(3) (zelená), jádra buněk propidium jodidem (červená). 









Obrázek č. 25 : A) Plocha keratinocytů (XB2) první den po nasazení na PVA nosičích s rozdílnou modifikací studeným 
metanovým plazmatem (PVA1-6) a nemodifikované kontrole (PVAN), první experimentální den. Hodnota P znázorněna 
(***< 0,001, **<0,01, *<0,05). B) Tabulka adheze keratinocytů na PVA nosiče. 
Modifikace PVA nosičů CH4 plazmatem má pozitivní vliv na adhezi melanocytů, což 
dokazují snímky pořízené konfokálním mikroskopem první den experimentu (Obr. č. 26). Na 
nemodifikovaném vzorku PVA mají buňky oválný tvar a malou plochu cytoplasmy 
(Obr. M1-PVAN). Naopak na snímcích M1-PVA3 a M1-PVA6 vidíme melanocyty 
kultivované na nosičích modifikovaných plazmatem po dobu 5 min, respektive 2,5 min 
s průtokem 5 sccm, kde jsou buňky roztažené s typickou hvězdicovitou morfologií. U vzorku 
PVA4 byla zaznamenána vazba fluorescenčního barviva na nosič, méně pak u vzorku 
PVA5. Nejvyšší adhezi vykazovaly melanocyty na vzorcích PVA3 a PVA6, což dokazují i 
signifikantní výsledky statistické analýzy plochy buněk znázorněné v grafu (Obr. č.27C). 
 

















      
Obrázek č. 26 : Adheze melanocytů (Melan-a) na PVA nosičích modifikovaných metanovým plazmatem 1. den po 
nasazení. Cytoplasma buněk barvena pomocí DiOC6(3) (zelená), jádra buněk propidium jodidem (červená). Vzorky 
PVA1-6, PVAN-nemodifikované PVA, Obj. x20, Zv. x2, měřítko 20 μm, imerzní olej. 
Obrázek č. 27 : C) Plocha melanocytů (Melan-a) první den po nasazení na PVA nosičích s rozdílnou modifikací 
studeným metanovým plazmatem (PVA1-6) a nemodifikované kontrole (PVAN), první experimentální den. Hodnota P 
znázorněna (***< 0,001, **<0,01). D) Tabulka adheze melanocytů. 
5.4.2 Vizualizace aktinového cytoskeletu 
Celková morfologie buněk a aktinový cytoskelet keratinocytů i melanocytů byl 
vizualizován 7. den pokusu pomocí fluorescenčního barvení Phaloidin/Hoechst na 





















Vizualizace buněk pomocí konfokálního mikroskopu prokázala rozdílnost v morfologii 
buněk a aktinovém cytoskeletu v závislosti na modifikaci CH4 plazmatem (Obr. č. 28). 
Keratinocyty 7. den kultivace na nemodifikovaném PVA měly kulovitý tvar, agregovaly do 
shluků, nevytvářely filopodia ani stresová vlákna. Červeně značený aktinový cytoskelet byl 
na PVAN soustředěn pouze okolo jádra. Cytoskelet keratinocytů byl nejlépe vyvinut na 
vzorcích PVA3 a PVA6, kde je vidět i větší množství buněk v několika vrstvách. Na vzorcích 
PVA2 a PVA5, jsou buňky dobře rozprostřeny a tvoří souvislou vrstvu buněk s množstvím 
aktinových filament. Na vzorcích PVA3,4,5 a 6 bylo sedmý den dosaženo konfluentní vrstvy 
buněk. 
    
    
Obrázek č. 28 : Vizualizace cytoskeletu keratinocytů (XB2) na PVA nosičích modifikovaných studeným metanovým 
plazmatem 7. den kultivace. Jádra buněk modře Hoechst, červeně aktinový cytoskelet Phalloidin, PVA1-6 vzorky 
s rozdílnou modifikací, N nemodifikované PVA, Obj. x10, Zv. x4, měřítko 50 μm, imerzní olej. 







Morfologie melanocytů byla rovněž ovlivněna modifikací PVA nanovláken. Jak je 
vidět na snímcích aktinového cytoskeletu v závislosti na modifikaci CH4 plazmatem (Obr. 
č. 29). Melanocyty mají na PVAN oválný tvar, vytvářely shluky buněk, nebo se nacházely 
jednotlivě. Na všech modifikovaných vzorcích, kromě PVA4, jsou naopak melanocyty 
roztažené s dobře viditelnými cytoskeletárními strukturami. Sedmý den pokusu buňky na 
těchto nosičích vytvořily souvislou vrstvu s množstvím aktinových filament a dobře 
vyvinutým aktinovým cytoskeletem. Vzorek PVA4 vykazuje tvorbu buněčných agregátů 
oválných tvarů bez přítomnosti výrazných filopodií, podobně jako PVAN. 
    
    
Obrázek č. 29 : Vizualizace cytoskeletu melanocytů (Melan-a) na PVA nosičích modifikovaných metanovým plazmatem 
7 den kultivace. Jádra buněk modře Hoechst, červeně aktinový cytoskelet Phalloidin, PVA1-6 vzorky s rozdílnou 
modifikací, PVAN bez modifikace, Obj. x10, zv x4, měřítko 50 μm, imerzní olej. 
.  
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Současný výzkum léčby vitiliga je zaměřen zejména na využití autologních 
transplantátů, nevýhodou však zůstává absence vhodných nosičů, které by byly schopné 
udržet transplantované buňky v místě depigmentovaných lézí. Systémem jakési „buněčné 
náplasti“ je možné zefektivnit chirurgickou léčbu tohoto kožního onemocnění, neboť umožní 
pokrytí větších ploch lézí a zmenší plochu a tvorbu defektů v místě odběru zdravé dárcovské 
tkáně. Byly testovány buněčné nosiče z biomateriálů, umožňující in vitro kultivaci 
melanocytů (Duval et al. 2012; Lin et al. 2005; 2006; Redondo et al. 2008), ale využití 
nanovláken v terapii vitiliga zatím nebylo publikováno, přesto že vlastnosti nanovláken je 
předurčují k aplikacím v tkáňovém inženýrství. Kromě toho, že svou strukturou a 
architekturou napodobují ECM, tak také poskytují velký měrný povrch pro buněčnou adhezi. 
Dalšími výhodami nanovláken je porozita a možnost jejich funkcionalizace bioaktivními 
látkami. Díky tomu mohou nanovlákna sloužit jako efektivní systém pro kultivaci buněk a 
doručování léčiv. 
Cílem práce bylo navrhnout nanovlákenný nosič, který by umožnil kultivaci a následnou 
transplantaci melanocytů a keratinocytů. Potřebné jsou oba buněčné typy, protože kontakt 
s keratinocyty je nezbytný pro růst a normální funkci melanocytů (Shin et al. 2012). Kožní 
buňky velmi dobře adherují na hydrofilní materiály s nano a mikrostrukturami (Ranella et al. 
2010). Proto jsme se rozhodli vyrobit nanovlákenný nosič z PVA polymeru metodou 
elektrostatického zvlákňování. PVA je polymer schválený pro biomedicínské aplikace, 
bohužel jeho nevýhodou je přílišná hydrofilita jeho povrchu, která nepodporuje buněčnou 
adhezi (Buzgo et al. 2015). 
V diplomové práci jsem navázala na předchozí výsledky získané v naší laboratoři, 
kdy byl testován vliv modifikace CH4 plazmatem na adhezi a proliferaci mezenchymálních 
kmenových buněk. Jak zmiňuje Bezděková (2013) ve své diplomové práci, při vysokém 
záporném napětí v reaktoru a delší době působení CH4 plazmatu se zvětšuje průměr vláken 
a zároveň se snižuje pórovitost nanovlákenné vrstvy. Tento jev je nežádoucí, neboť se tím 
snižuje distribuce živin a difuze odpadních látek z oblasti kontaktu nanovlákenné vrstvy s 
buňkami. Výsledky také naznačili, že výše zmíněná modifikace při hodnotě napětí 300 V a 





Dalším krokem bylo zjistit jaký vliv má nižší míra modifikace CH4 plazmatem na PVA 
nanovlákna a jak ovlivňuje adhezi a viabilitu buněk na těchto nosičích. Předpokládali jsme, 
že jedna z variant úpravy povrchu PVA bude vhodná pro kultivaci epidermálních buněk pro 
budoucí využití v terapii vitiliga. 
Ve spolupráci s Technickou univerzitou v Liberci jsme hydrofilitu PVA nanovláken 
snížili aplikací studeného CH4 plazmatu. Předpokládali jsme, že tím docílíme poklesu -OH 
skupin a depozice hydrofobních uhlovodíkových zbytků, zejména CH3 skupin na povrch 
nanovláken. Plazmatická úprava umožnuje umístit funkční skupiny na povrch nejrůznějších 
materiálů, avšak výsledné ovlivnění povrchu je závislé na řadě faktorů – chemická struktura 
ošetřovaného materiálu, doba působení plazmatu, druh plazmatu, tlak aj. Působení 
plazmatu na materiály se proto nedá unifikovat. Vliv povrchové modifikace CH4 plazmatem 
na fyzikálně-chemické vlastnosti PVA nosičů jsme proto hodnotili měřením kontaktního úhlu 
povrchu, SEM a XPS analýzou. 
V rámci této studie jsme podrobili vzorky SEM analýze, která potvrdila, že vlákenná 
struktura PVA nosičů vyrobených EZ a modifikovaných studeným CH4 plazmatem po dobu 
5 a 2,5 min při napětí 300 V a průtoku plynu od 5-15 sccm zůstává zachována. Dále bylo 
zjištěno, že jsou-li takto modifikovaná vlákna vystavena okolní atmosféře, dochází u nich 
k vazbě vzdušné vlhkosti a tím k zvětšování jejich průměru (bobtnání). Nejvíce plazmatem 
modifikovaný vzorek (PVA1) vykazoval nejvyšší stabilitu a nejnižší míru bobtnání. Změna 
v povrchovém složení, díky depozici hydrofobních skupin na PVA nanovlákna, zabezpečí 
snížení míry bobtnání, neboť se omezí nasávání vzdušné vlhkosti z okolní atmosféry.  
Taktéž jsme sledovali nerovnosti na modifikovaných PVA vláknech, pravděpodobně 
způsobené nerovnoměrnou depozicí metanu na jejich povrch. Dále lze přisuzovat změnu 
hrubosti reaktivnímu prostředím v plazmatické komoře, které mírně naleptává materiál 
působením částic s vysokou energií.  
Na základě výsledků SEM analýzy a měření průměru vláken se domníváme, že 
povrchová úprava materiálu CH4 plazmatem je dostatečně stabilní a nedochází zde k 
navrácení změněných vlastností na hodnotu před plazmatickou modifikací, což bylo 
sledováno u jiných druhů plazmatu (Kowalonek et al. 2010). Do budoucna by bylo zajímavé 
sledovat změny vlastností povrchu PVA nanovláken v čase a porovnat je s hodnotami 
změřenými ihned po plazmatické modifikaci.  
Změna v chemickém složení a v jevech na rozhraní pevná látka-kapalina-vzduch má 
zásadní vliv na velikost kontaktního úhlu, respektive na povrchovou energii nanovláken. Ta 




morfologie a chemického složení povrchu materiálu. Vzhledem k tomu, že většina 
biomateriálů má hydrofobní charakter, častěji se v literatuře objevují práce zaměřené na 
zvýšení hydrofility buněčných nosičů například ošetřením materiálu O2 plazmatem (Ozcan 
et al. 2008), nebo směsí CH4/O2 plazmatu (Lopez et al. 2009; Tsai et al. 2011). Příkladem 
využití plazmatu k navýšení obsahu aminových skupin na PVA hydrogelech je aplikace 
H2/N2 plazmatu (Ino et al. 2013). Obecně však není příliš zdokumentován vliv plazmatické 
úpravy na nanovlákna vyrobená z PVA. 
Řetězce PVA polymeru obsahují velké množství hydrofilních hydroxylových (-OH) 
skupin a proto je jeho celkový charakter velmi hydrofilní. To potvrdili i naše výsledky 
naměřené u nemodifikovaného vzorku PVAN s hodnotou kontaktního úhlu 49,5°. Při aplikaci 
CH4 plazmatu dochází k zhydrofobnění vrstvy PVA, což dokazuje hodnota kontaktního úhlu 
75,1° naměřená u vzorku PVA6, který byl modifikován nejméně a to po dobu 2,5 min při 
průtoku plynu 5 sccm. V případě nejvíce modifikovaného vzorku PVA1 (5minut, 15sccm) 
jsme naměřili hodnotu kontaktního úhlu 129,4°. Stejného jevu docílil Joeng et al. (2009), 
který aplikací CH4 plazmatu zvýšil hydrofobitu hedvábí. Na základě získaných výsledků 
můžeme tvrdit, že snížení hydrofility povrchu PVA nanovláken aplikací CH4 plazmatu je 
vhodná metoda úpravy povrchové energie nanovláken. 
XPS analýzou bylo zjištěno, že modifikace nanovláken CH4 plazmatem má za 
následek poklesl obsahu kyslíku a nárůst obsahu uhlíku na povrchu PVA nanovláken. 
S rostoucím průtokem CH4 do plazmatické komory se snižuje množství C-O vazeb a roste 
poměr C-C/C-H vazeb na povrchu nosičů. Nemodifikované PVAN obsahovalo 33,69% 
kyslíku a 62,46% uhlíku. Obsah kyslíku se výrazně snížil již u nejméně modifikovaného 
vzorku PVA6 na 24,47% a zároveň bylo dosaženo zvýšení obsahu uhlíku téměř o 9%. U 
nejvíce modifikovaného vzorku (PVA1) klesl obsah kyslíku o třetinu původní hodnoty až na 
11,51%, obsah uhlíku vzrostl na 88,49%. XPS analýza odhalila také přítomnost kontaminací 
v podobě dusíku, fosforu a draslíku na povrchu nosičů. Původ těchto prvků je 
pravděpodobně v netěsnosti vakuové komory v průběhu plazmování a reakcí radikálů se 
vzduchem. Přesto že množství dusíku naměřené u vzorků nanovláken bylo velmi nízké, 
přítomnost NH2 skupin může mít vliv na růst buněk na studovaném materiálu (Cutiongco et 
al. 2016). 
Jak již bylo zmíněno v úvodu kapitoly, konkrétní působení a výsledky plazmatické 
modifikace na povrch materiálu nelze přesně predikovat. Při makroskopickém porovnání 
vzorků jsme sledovali mírné změny ve zbarvení nosiče. Z toho soudíme, že kvalita 




způsobena nerovností vzorku při aplikaci plazmatu a může vést k rozdílným hodnotám XPS 
analýzy, kontaktního úhlu a Zeta potenciálu v rámci jednoho vzorku. Přesto výsledky měření 
Zeta potenciálu korelují s hodnotami XPS analýzy a kontaktního úhlu PVA nosičů. 
V rámci této práce bylo také zjištěno, že použitá CH4 plazmatická modifikace nemá 
signifikantní vliv na vazbu proteinů na povrch PVA nanovláken. Jako referenční protein jsme 
zvolili BSA, který je běžně součástí kultivačních médií, ovšem jeho náboj závisí na pH. Je-li 
rozpuštěn ve vodě (pH 7), má záporný náboj a proto by se měl ve větší míře vázat na vzorky 
s kladnějšími hodnotami Zeta potenciálu, tedy na nejvíce modifikované metanem. Tento 
trend však nebyl sledován. Pro další analýzu adheze proteinů na modifikovaná PVA 
nanovlákna doporučujeme zvolit i jiný modelový protein. Neboť vazba proteinů na buněčný 
nosič hraje důležitou roli v jejich biokompatibilitě (Bacakova et al. 2011; Kasalkova et al. 
2014). 
Výsledek buněčných testů in vitro prokázali zvýšenou adhezi, metabolickou aktivitu 
a proliferaci keratinocytů a melanocytů na modifikovaných vzorcích PVA. Nejvyšší míru 
metabolické aktivity a proliferace vykazovaly buňky na vzorcích PVA3 a PVA6. Použitý MTS 
test metabolické aktivity může být ovlivněn počtem buněk a mitochondrií v každé z nich. 
Z důvodu možného zkreslení výsledků MTS testu aktivitou buněk uchycených mimo nosič 
byly vzorky před analýzou metabolické aktivity přeneseny do nové kultivační destičky. 
Případné odchylky měření mohly být způsobeny poškozením, či odsátí buněk, při výměně 
média a přenášení nosičů s buňkami při MTS analýze.  
Vzorek PVA4 oproti ostatním nosičům v kultivačním médiu plavalo u hladiny. Tento 
vzorek se v kultivačních jamkách opakovaně kroutil, což vedlo k nižší a méně homogenní 
adhezi buněk.  Oproti ostatním vzorkům byly vrstvy nanovláken PVA4 slabší, to mohlo být 
důvodem jeho kroucení a nadnášení ve vodním sloupci v kultivačních jamkách. Řešením 
tohoto problému by byla výroba tlustších, tedy vícevrstevných PVA nanovláken. Díky tomu 
by vzorky neplavaly a nekroutili se v kultivačních destičkách. Zároveň by se dosáhlo větší 
mechanické odolnosti a tuhosti PVA nosičů, což jak popisuje literatura je výhodné pro 
kultivaci epidermálních buněk (Wang et al. 2012). 
V průběhu analýzy proliferace melanocytů jsme zaznamenali pokles fluorescence a 
současně nárůst obsahu melaninu na stejných vzorcích od 7. do 14. dne. Obsah dsDNA 7. 
až 14. den kultivace melanocytů  byl přesto signifikantně vyšší na vzorcích PVA3, PVA6 a 
tedy ve shodě s výsledky MTS testu. Z výsledků buněčných testů soudíme, že takto 
upravené nosiče jsou vhodné pro krátkodobé kultivace, například pro expanzi buněk 




Hodnoty naměřené fluorescence v rámci testu proliferace u melanocytů jsou velmi 
variabilní v porovnání s hodnotami naměřenými při kultivaci keratinocytů. Domníváme se, 
že naměřená fluorescence mohla být zkreslena absorpcí části energie v průběhu měření 
melaninem ve vzorku, protože melanin produkovaný melanocyty také dává signál při 
stejných vlnových délkách jako dsDNA (λExc=485 nm, λem=523 nm) (URL4). Řešením tohoto 
problému je volba jiné metody stanovení obsahu dsDNA, nebo přepočítáním buněk 
z mikrofotografií během všech experimentálních dnů. Proto jsme proliferaci melanocytů 
hodnotili z dostupných mikrofotografií, ze kterých jsme spočítali počet buněk na cm2. Rozdíl 
v počtu buněk však nebyl signifikantní z důvodu velkých odchylek měření a nerovnoměrné 
hustotě buněk na nosičích. Jak již bylo zmíněno, nerovnoměrné rozložení buněk je 
způsobeno nehomogenní plazmatickou modifikací. 
V průběhu experimentu jsme zaznamenali rostoucí obsah melaninu na 
modifikovaných vzorcích PVA od 7. do 14. dne kultivace. Největší obsah melaninu byl 
naměřen 14. den kultivace u vzorku PVA3. U vzorků PVA 3 a PVA6 jsme v průběhu celého 
pokusu sledovali nejvyšší postupný nárůst obsahu melaninu, což vypovídá o stimulaci 
melanogeneze melanocytů na takto upraveném nosiči. Tyto výsledky doplňují analýzu, 
adheze, proliferace a metabolické aktivity melanocytů, ve kterých byly vzorky PVA3 a 6 
taktéž hodnoceny nejlépe. 
Naopak neupravené PVA nosiče nejsou vhodné k adhezi buněk. O tom vypovídají 
výsledky konfokální mikroskopie, kde jsme první den pokusu sledovali nízkou adhezi 
vyznačující se malým počtem buněk, často ve shlucích s oválnou morfologií jak u 
keratinocytů, tak u melanocytů. Modifikace PVA nanovláken vedla ke zvětšení plochy obou 
typů buněk, přičemž nejlépe buňky adherovaly na nejméně modifikované vzorky s nejnižším 
použitým průtokem plynu 5 sccm a dobou aplikace 5 a 2,5 minut (PVA3, PVA6). Získaná 
data podporují již dříve popsané výsledky, kdy ošetření plazmatem vedlo ke zlepšení 
adheze buněk na nosič (Cheruthazhekatt et al. 2013). 
Na analýzu adheze buněk jsme navázaly vizualizací cytoskeletu buněk 7. den 
experimentu, ve kterém je vidět vliv adheze, proliferace a migrace na tvar buněk.  Buňky na 
modifikovaných vzorcích byl oproti nemodifikované PVA kontrole značně roztažené 
s výrazně barveným aktinovým cytoskeletem. Značením aktinu phaloidinem konjugovaným 
s rhodaminem jsme zobrazili morfologii cytoskeletu, filopodia a stresová vlákna. Výsledky 
naznačují, že modifikace CH4 plazmatem vede k rozvoji aktinového cytoskeletu, což je 
důležité jak pro buněčnou adhezi, tak viabilitu a proliferaci buněk. Neboť na aktinový 




Shrnutím získaných poznatků je, že nanovlákenné nosiče z PVA upravené studeným 
CH4 plazmatem, jsou vhodné ke kultivaci keratinocytů a melanocytů. Z toho plyne možnost 
jejich aplikace v dermatologii, například v terapii vitiliga. Výsledky této práce jsou základem 
pro další studie vlivu modifikace povrchu CH4 plazmatem na adhezi a viabilitu buněk, stejně 
tak i na změnu fyzikálně-chemických vlastností ošetřeného materiálu. Plazmatická úprava 
povrchu je slibnou metodu pro zlepšení charakteru materiálů používaných ve tkáňovém 
inženýrství a biomedicíně, neboť kombinací řady parametrů plazmatické modifikace lze 







Hlavním cílem práce bylo vyvinout nanovlákenný nosič z PVA, který bude vhodný pro 
kultivaci a autologní transplantaci melanocytů a keratinocytů v terapii vitiliga. Nanovlákna 
byla vyrobena metodou elektrostatického zvlákňování pomocí strunové elektrody. 
Připravené nosiče byly modifikovány studeným CH4 plazmatem s různou dobou působení a 
mírou průtoku plynu do reaktoru. Tím bylo vytvořeno šest rozdílných skupin. 
U modifikovaných vzorků i nemodifikovaných kontrol nanovlákenných PVA nosičů 
byla provedena fyzikálně-chemická a optická analýza povrchu metodami: SEM, XPS, 
měřením Zeta potenciálu a smáčivosti povrchu. Modifikace povrchu nanovláken CH4 
plazmatem vedla ke zvýšení obsahu uhlíku a snížení množství kyslíku na povrchu PVA 
nosičů. Tím byla snížena jak hydrofilita materiálu, tak smáčivost a zvýšeny hodnoty Zeta 
potenciálu u PVA nanovláken. Navýšení obsahu hydrofobních funkčních skupin (-CH3) na 
povrchu nanovláken po modifikaci CH4 plazmatem, mělo za následek snížení vazby 
vzdušné vlhkosti a zlepšení stability PVA nosičů. U žádného ze vzorků jsme nezaznamenali 
porušení základní struktury nanovláken vlivem použité plazmatické modifikace. 
Pomocí in vitro buněčných testů bylo zjištěno, že krátkodobá modifikace povrchu 
nosičů z PVA studeným CH4 plazmatem zlepšuje adhezi, proliferaci a viabilitu melanocytů 
a keratinocytů. U melanocytů dále zvyšuje metabolickou aktivitu a tím produkci melaninu 
v porovnání s nemodifikovaným PVA nosičem. Nejlepší výsledky in vitro testů byly 
pozorovány u vzorků PVA3 a PVA6 s modifikací po dobu 5 min/průtokem plynu 5 sccm a 
2,5 min/5 sccm při záporném napětí 300 V a tlaku 30 Pa. 
 Cíle práce byly splněny, neboť se nám podařilo pomocí plazmatické modifikace CH4 
plazmatem upravit fyzikálně-chemické vlastnosti hydrofilních PVA nanovláken. Výsledky 
práce jsou základem pro optimalizaci vlastností PVA nanovláken pro in vitro testování 
buněčných nosičů nejen pro kožní aplikace. V budoucnu bychom rádi otestovali 
modifikované nosiče s nejlepší mírou adheze a viability buněk (PVA3 a PVA6) v kokultuře 
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